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ABSTRAKT 
Nanotechnologie jsou v současné době jednou z nejrychleji se rozvíjejících vědeckých 
disciplín. Zajímavou oblastí výzkumu je biosyntéza nanočástic kovů s využitím 
mikroorganismů, včetně bakterií mléčného kvašení. Předložená diplomová práce je v první 
části zaměřena na ověření identifikace bakterií Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei 
rodově a druhově specifickými PCR. V další části experimentální práce je šest kmenů 
Lactobacillus testováno na produkci nanočástic stříbra. Produkce nanočástic byla prokázána  
u všech kmenů v závislosti na množství přidávaného AgNO3 a na době kultivace. Byly 
zjištěny rozdíly mezi jednotlivými kmeny.  
 
ABSTRACT 
Nanotechnology is currently one of the fastest growing scientific disciplines.  
An interesting area of research is the biosynthesis of metal nanoparticles using 
microorganisms including lactic acid bacteria. In the first part this diploma thesis focuses  
on verification of identity of bacterial species Lactobacillus casei and Lactobacillus paracasei 
by genus- and species-specific PCR. In the next part of experimental work the capability  
of six Lactobacillus strains to produce silver nanoparticles is tested. Synthesis  
of nanoparticles was confirmed for all the strains depending on the amount of added AgNO3 
and on time of cultivation. Differences between the strains were detected.   
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ÚVOD 
Bakterie mléčného kvašení tvoří heterogenní skupinu mikroorganismů, která v posledních 
desetiletích našla své uplatnění nejenom v potravinářském průmyslu při výrobě fermen-
tovaných mléčných a masných produktů, ale i v klinických aplikacích. K jejich identifikaci 
slouží molekulárně genetické metody založené na analýze DNA. Mezi tyto techniky patří 
polymerázová řetězová reakce, která se používá k amplifikaci (pomnožení) specifického 
úseku DNA v in vitro podmínkách. 
Zajímavou oblastí využití bakterií mléčného kvašení, například bakterií rodu 
Lactobacillus, je biosyntéza kovových nanočástic. Oblast nanočástic, jejich produkce  
a manipulace s nimi, tedy nanotechnologie, dosahuje obrovský pokrok na celém světě. 
Značný potenciál nanotechnologií spočívá v jejich možnostech ovlivnění vědy a průmyslové 
výroby, jelikož nabízí řešení mnoho aktuálních problémů v oblasti biologie, chemie, fyziky 
nebo technických oborů. Nanostruktury a nanočástice mohou být vytvářeny fyzikálními, 
chemickými a biologickými metodami. Protože fyzikální a chemické cesty syntézy často 
vyžadují použití toxických látek, stále více jsou studovány metody biologické, které nabízí 
ekologicky šetrnější způsob přípravy nanočástic. 
10 
TEORETICKÁ ČÁST 
1 BAKTERIE MLÉČNÉHO KVAŠENÍ  
Termín bakterie mléčného kvašení (BMK) byl přijat na začátku 20. století, kdy v roce 1919 
Orla-Jensen publikoval svoji monografii. Tato práce měla značný vliv na taxonomické 
zařazení BMK. Vlastnosti, které Orla-Jensen popsal, jsou stále velmi důležité a tvoří základ 
dnešní klasifikace. Zařazení do BMK bylo založeno na morfologii, způsobu fermentace 
glukózy, konfiguraci produkované kyseliny mléčné, schopnosti růstu při různých teplotách, 
vysokých koncentracích solí nebo různých pH. [1]  
BMK tvoří ubikvitní a heterogenní skupinu mikroorganismů, které jsou schopny 
fermentovat různé živiny za vzniku kyseliny mléčné. Jsou to hlavně grampozitivní, 
nesporulující, anaerobí nebo aerotolerantní, acidotolerantní, kataláza negativní tyčinky nebo 
koky. Nachází se v různých stanovištích, na intaktních a rozkládajících se rostlinách, v ústní 
dutině, v zažívacím a dýchacím traktu člověka i zvířat, v mléce, ve fermentovaných mléčných 
a masných produktech. [2] 
BMK jsou taxonomicky zařazeny do dvou různých kmenů: Firmicutes a Actinobacteria. 
Nejdůležitější rody kmene Firmicutes jsou Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus, Streptococcus a Weissella, které všechny patří 
do řádu Lactobacillales a ve své DNA mají nízký obsah, 31 až 49 % guanino-cytosinových 
(GC) komplementárních párů. Do kmene Actinobacteria náleží rod Bifidobacterium 
s vysokým, 58 až 61 % obsahem GC párů. [2]  
Důležitým charakteristickým znakem při rozlišení bakterií produkujících kyselinu mléčnou 
je způsob fermentace glukózy za standardních podmínek, tj. při neomezeném množství 
glukózy a růstových faktorů (aminokyseliny, vitaminy a prekurzory nukleových kyselin) 
a omezené dostupnosti kyslíku. V rámci těchto podmínek BMK mohou být rozděleny do dvou 
skupin: homofermentativní a heterofermentativní. Homofermentativní BMK fermentují 
hexosu (glukózu) téměř kvantitativně na kyselinu mléčnou. Heterofermentativní BMK  
při fermentaci hexózy (glukózy) produkují nejenom kyselinu mléčnou ale i ethanol/kyselinu 
octovou a oxid uhličitý (CO2). Metabolické dráhy utilizace glukózy jsou podrobněji popsány 
v kapitole 1.1 a znázorněny na Obrázku 1. [3]  
1.1  Hlavní fermentační dráhy BMK 
Základním znakem BMK je efektivní mechanismus fermentace sacharidů spojený 
s fosforylací na úrovni substrátu. Generovaný ATP je následně využit pro biosyntetické účely. 
BMK jako skupina mají výraznou schopnost degradovat různé sacharidy a sacharidům 
příbuzné sloučeniny. Obecně platí, že převládajícím konečným produktem je kyselina mléčná 
(>50% cukerných uhlíků). Je ale známé, že BMK se mohou přizpůsobit různým podmínkám 
a podle toho měnit jejich metabolizmus. To může vést k produkci odlišných konečných 
produktů. [3]  
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Obrázek 1: Hlavní dráhy fermentace glukózy. (A) - Homofermentativní fermentace, 
(B) -Heterofermentativní fermentace. (Upraveno dle [3])  
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Jak je uvedeno v kapitole 1, BMK utilizují hexózy (například glukózu) podle dvou 
základních fermentačních drah. Glykolýzu neboli Embden-Meyerhofova dráhu využívají 
všechny BMK s výjimkou bakterií rodů Leuconostoc, Weisella, Oenococcus a Lactobacillus 
náležících do skupiny C (podrobněji popsáno v kapitole 1.2. Tato dráha je charakterizována 
tvorbou fruktóza-1,6-bisfosfátu (FDP), která je pomocí aldolázy rozložena na dihydroxy-
acetonfosfát (DHAP) a glyceraldehyd-3-fosfát (GAP). GAP a DHAP přes GAP jsou potom 
převedeny na dvě molekuly pyruvátu a dochází k získání energie ve formě dvou molekul 
ATP. Za normálních podmínek (neomezené množství glukózy a limitace kyslíkem) každá 
molekula pyruvátu je redukována na kyselinu mléčnou pomocí NAD+-dependentní  
laktátdehydrogenázy, přičemž dochází k reoxidaci NADH, která byla tvořena v předchozích 
krocích. Takto je dosažena redoxní rovnováha. Kyselina mléčná je v podstatě jediný konečný 
produkt a tato dráha je označována jako homofermentativní fermentace. [3]  
Druhá hlavní fermentační dráha má několik označení jako například fosfoketolázová 
dráha, hexózamonofosfátový zkrat nebo 6-fosfoglukonátová dráha. Vyznačuje se tvorbou  
6-fosfo-glukonátu (FG) po fosforylaci a dehydrogenaci glukózy. FG je následně 
dekarboxylován a vzniklá pentóza-5-fosfát je rozdělena pomocí fosfoketolázy na GAP 
a acetylfosfát. GAP je metabolizována způsobem popsaným u glykolýzy, což vede k tvorbě 
jedné molekuly kyseliny mléčné. V případě, že žádný další akceptor elektronů není přítomen, 
acetylfosfát je redukován na ethanol přes acetylkoenzym A a acetaldehyd. Protože v průběhu 
této dráhy je fermentovaný sacharid vedle kyseliny mléčné přeměněn na CO2, ethanol, tato 
dráha se označuje jako heterofermentativní fermentace. [3] Obě popsané metabolické dráhy 
jsou znázorněny na Obrázku 1. 
1.2 Rod Lactobacillus 
Rod Lactobacillus patří do kmene Firmicutes, třídy Bacilli, řádu Lactobacillales a čeledě 
Lactobacillaceae. Zástupci rodu Lactobacillus jsou bakterie tvaru pravidelných tyček, které 
jsou obvykle delší, občas kokovité, uspořádané v palisádách nebo krátkých řetízcích. Jsou 
grampozitivní, nesporulující, zřídka mají pohyblivé peritrichálními bičíky. Jsou fakultativně 
anaerobní nebo mikroaerofilní (slabý růst na vzduchu, ale silnější růst při redukované 
koncentraci kyslíku), někteří zástupci vyžadují při izolaci anaerobní podmínky. Obecně platí, 
že přítomnost 5 % CO2 podporuje růst laktobacilů. Dále jsou kataláza negativní, 
chemoorganotrofní, mají komplexní nutriční požadavky, potřebují dodávat sacharidy, mastné 
kyseliny nebo estery mastných kyselin, soli, deriváty nukleových kyselin a vitaminy. 
Optimální teplota růstu je v rozmezí 30 až 40 °C a optimum pH mezi 5,5 až 6,2. [4]  
Na základě konečných produktů fermentace cukrů je možno dělit laktobacily do tří skupin:  
 Skupina A - obligátně homofermentativní laktobacily: fermentují hexózy výhradně 
na kyselinu mléčnou, nejsou schopny fermentovat pentózy ani glukonát.  
 Skupina B - fakultativně heterofermentativní laktobacily: fermentují hexózy  
dle Embden-Meyerhofova dráhy na kyselinu mléčnou nebo v případě limitace 
kyslíkem na směs kyseliny mléčné, octové, mravenčí a ethanolu. Pentózy fermentují 
na kyselinu mléčnou a kyselinu octovou prostřednictvím inducibilního enzymu 
pentózafosfoketolázy.  
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 Skupina C - obligátně heterofermentativní laktobacily: fermentují hexózy na kyselinu 
mléčnou, octovou, ethanol a CO2. Pentózy fermentují na kyselinu mléčnou a kyselinu 
octovou. [5]  
Rod Lactobacillus je nejpočetnější rod v rámci skupiny BMK. K dnešnímu dni obsahuje 
236 různých druhů bakterií [6], které se používají hlavně při výrobě fermentovaných 
mléčných, kvásku, masa, zeleniny a potraviny, nebo jako probiotika. Využití druhů 
Lactobacillus souvisí s jejich označením GRAS (obecně považované za bezpečné). 
V kysaných mléčných výrobcích nebo sýrech laktobacily mohou mít více efektů v závislosti 
na druhu, kmene, výrobních podmínek a produktu. Nejvíce jsou v potravinářství využívány 
jako startovací kultury nebo jako probiotické kultury. Kromě těchto vlastností některé 
laktobacily také produkují bakteriociny a exopolysacharidy a přispívají k chuti různých 
potravin, a za určitých okolností mohou také způsobit vady chuti a textury. [7]  
1.2.1 Bakteriální druh Lactobacillus casei 
Lactobacillus casei jsou grampozitivní, nepohyblivé, nesporulující, kataláza negativní 
bakterie, v DNA obsahují 45−47 % GC párů. Jsou to buňky tvaru tyček o velikosti  
0,7−1,1 × 2,0−4,0 µm, často s hranatými konci, vyskytující se jednotlivě, v párech nebo 
řetěztcích. Jsou rozšířené v potravinářských výrobcích živočišného i rostlinného původu,  
v mléčných výrobcích, ve fermentovaných masných a zeleninových výrobcích. Byly 
izolovány také z gastrointestinálního a reprodukčního traktu lidí a ze stolic. K růstu vyžadují 
bohatá komplexní média, riboflavin, kyselinu listovou, niacin a pantothenát vápenatý. 
Pyridoxal nebo pyridoxamin působí stimulačně a pro některé kmeny jsou esenciální.  
Pro kultivaci a stanovení koncentrace buněk Lactobacillus casei je nejvhodnějším médiem 
de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar inkubované při 37 °C. Jako selektivní médium 
pro izolaci Lactobacillus casei se používá L. casei (LC) agar. [8] Morfologie buněk 
Lactobacillus casei je uvedena na Obrázku 2. 
 
 
Obrázek 2: Skenovací elektronový mikrograf buněk Lactobacillus casei [8]  
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1.3 Identifikace bakterií rodu Lactobacillus 
Tradiční klasifikace mikroorganismů je založena na fenotypových charakteristikách. Tento 
způsob identifikace ne vždy poskytuje jednoznačné výsledky, protože některé bakterie jsou 
schopny změnit své morfologické vlastnosti v závislosti na vnějších podmínkách. V průběhu 
minulého století mikrobiologové pátrali po rychlejších a účinnějších prostředcích identifikace 
MO. Vývoj velmi citlivých, rychlých, automatizovaných, molekulárních detekčních metod 
v posledních letech otevřel nové možnosti v identifikaci bakterií mléčného kvašení. [9]  
Laktobacily jsou klasifikovány na základě fenotypových vlastností, jako jsou morfologie, 
způsob fermentace glukózy, růst při různých teplotách, konfigurace kyseliny mléčné, 
fermentace sacharidů, typ methylesterů mastných kyselin a proteiny přítomné v buněčné stěně 
nebo v buňce. Mezi moderní postupy fenotypové identifikace patří studium fermentačních 
profilů pomocí systému Biolog (využití 95 různých zdrojů uhlíku) nebo i další metody 
založené na spektroskopických technikách (pyrolýzní hmotnostní spektrometrie (pyMS), 
hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti matrice s průletovým 
analyzátorem (MALDI-TOF MS), infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 
(FT-IR), Ramanova spektroskopie). Nevýhodou fenotypových analýz je jejich špatná 
reproduko-vatelnost a skutečnost, že genová exprese a syntéza mnoha proteinů přímo závisí 
na podmínkách prostředí. Tyto nedostatky negativně ovlivňují spolehlivost fenotypových 
metod. Proto vícefázní přístup, tj. kombinace fenotypových a genotypových analýz 
je považován za nejspolehlivější identifikační metodu. [7,10]  
Na rozdíl od fenotypových metod genotypové identifikační metody jsou spolehlivější, 
reprodukovatelné a umožňují rozlišovat i mezi blízce příbuznými skupinami bakteriálních 
druhů, které jsou na základě fenotypu nerozlišitelné. Mezi genotypové techniky patří rodově  
a druhově specifická polymerázová řetězová reakce (PCR), analýza křivek tání produktů PCR 
s vysokým rozlišením (PCR s HRMA), interrepetitivní polymerázová řetězová reakce  
(rep-PCR), náhodně amplifikovaná polymorfní DNA (RAPD), denaturační gradientová 
gelová elektroforéza produktů PCR (DGGE), teplotní gradientová gelová elektroforéza 
produktů PCR (TGGE), polymorfizmus délky amplifikovaných fragmentů (AFLP) nebo 
restrikční analýza amplifikované ribozomální DNA (ARDRA), ribotypizace, polymorfizmus 
délky restrikčních fragmentů (RFLP) a pulzní gelová elektroforéza (PFGE). [10,11] Výčet 
není kompletní, stále jsou vyvíjeny nové postupy. 
1.3.1 Identifikace probiotických bakterií pomocí polymerázové řetězové reakce 
 Polymerázová řetězová reakce je velmi používaná diagnostická metoda probíhající zcela 
v podmínkách in vitro, tedy bez použití buněk. Podstatou PCR je cyklicky se opakující 
enzymová syntéza vybraných úseků dvouřetězcové DNA ve směru 5´→3´ prostřednictvím 
DNA-polymerázy. Syntéza DNA je řízena krátkými oligonukleotidy, primery, které se párují 
s templátovou DNA na počátku a na konci amplifikovaného fragmentu, každý s jiným 
vláknem původní dvouřetězcové molekuly DNA. Princip PCR je znázorněn na Obrázku 3. 
V průběhu PCR v závislosti na teplotě reakční směsi ve více cyklech (30 až 40) se pravidelně 
střídají tři kroky, během nichž probíhají tři odlišné děje s odlišnými nároky na teplotu.  
PCR začíná s dvouřetězcovou DNA (DNA matrice), a proto na začátku každého cyklu je třeba 
dvouřetězcové molekuly DNA denaturovat krátkým zvýšením teploty na 94 °C (krok 1). 
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Obrázek 3: Teplotní režim (A) a princip polymerázové řetězové reakce (B)[12], [13] 
Po denaturaci je PCR směs ochlazena na 50 až 65 °C v přítomnosti obou primerů, které 
nasedají pomocí komplementárního párování bazí na obě sekvence denaturované DNA 
(krok 2). V posledním kroku probíhajícím při teplotě 65 až 75 °C jsou od 3´konců primerů 
syntetizovány nové řetězce DNA v přítomnosti DNA-polymerázy a všech čtyř 
deoxyribonukleosidtrifosfátů. Celá technika je založena na použití termostabilní polymerázy 
izolované z termofilních mikroorganismů, např. Taq DNA-polymeráza z Thermus aquaticus 
odolávající vysokým teplotám, při nichž DNA denaturuje. To umožňuje, aby syntéza DNA 
probíhala opakovaně formou cyklů. 
Výsledným produktem PCR jsou amplikony (produkty PCR) – úseky DNA definované délky 
o velikosti desítky až tisíce párů bází (bp). Jejich přítomnost se v reakční směsi prokazuje 
stanovením jejich velikosti elektroforézou v agarózovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo 
kvantita-tivním měřením množství produktu v reálném čase. [12,14]  
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Komponenty PCR směsi jsou následující: [15]  
 Matrice DNA (DNA templát) 
 Oligonukleotidové primery 
 DNA-polymeráza 
 2´-deoxynukleosid-5´-trifosfáty (dNTP) 
 Mg2+ ionty 
 Pufr pro PCR 
 Voda pro PCR 
1.3.2 Detekce produktů PCR pomocí gelové elektroforézy 
Nejběžnější metodou používanou k detekci produktů PCR je gelová elektroforéza. Jedná  
se o separační metodu, která je založená na migraci nabitých iontů a molekul nesoucích náboj 
v elektrickém poli. Rychlost pohybu resp. dráha, kterou za určitý čas molekula urazí, je přímo 
úměrná intenzitě vloženého elektrického pole a celkovému náboji molekuly. Při dělení  
na nosiči se uplatňuje také sítový efekt, proto mohou být rozděleny i látky se stejným 
efektivním nábojem ale s různou velikostí molekuly (molekulovou hmotností). Protože 
nukleové kyseliny obsahují fosfátové skupiny, nesou záporný náboj a ve stejnosměrném 
elektrickém poli se pohybují k anodě. [15]  
Po rozdělení se gel barví v roztoku ethidium bromidu. Ethidium bromid je interkalační 
činidlo, které se váže mezi vlákna DNA a červeno-oranžově fluoreskuje po ozáření  
UV světlem o vlnové délce 260 – 360 nm. Komplex DNA a barviva je vizualizován v UV 
světle na transiluminátoru. Pro posouzení velikosti jednotlivých produktů PCR metoda 
využívá markery molekulových hmotností. Jsou to komerčně dostupné směsi fragmentů DNA 
o definované velikosti. Porovnání polohy získaných produktů PCR s odpovídajícím 
fragmentem markeru slouží k odhadu jeho velikosti. [16]  
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2 RŮST MIKROORGANISMŮ 
Růstem bakteriální populace rozumíme zvyšování počtu buněk bakterií, způsobené jejich 
množením. Jeho základem je u většiny bakterií binární dělení. Binárním se označuje toto 
dělení proto, že z jedné tzv. mateřské buňky vznikají dvě dceřiné. Rychlost dělení je závislá 
na podmínkách prostředí, a lze tedy říci, že bakterie tvoří se svým prostředím ucelený systém. 
Tento systém může být otevřený (tzv. kontinuální kultivace) nebo uzavřený (statická 
kultivace). Při kontinuální kultivaci bakterie rostou v konstantním objemu živného média,  
do něhož kontinuálně přitéká čerstvé živné médium a část kultury současně odtéká. Objem 
kultury, stejně jako složení a vlastnosti živného média se přitom nemění.  
V uzavřeném systému rostou bakterie v prostředí, jehož vlastnosti a složení se mění vlivem 
činnosti bakteriálních buněk. Dochází k úbytku živin a stoupá koncentrace látek, které jsou 
produktem metabolických pochodů bakterií. Množení zde tedy nemá trvale vzestupnou 
tendenci, ale probíhá v určitých charakteristických fázích vzestupu a poklesu. [17]  
Když se do tekutého média bohatého na živiny naočkuje malé množství bakterií, přibývání 
počtu buněk v závislosti na době kultivace je možné vyjádřit graficky křivkou, která 
je znázorněna na Obrázku 4. Na této křivce lze rozlišit čtyři hlavní fáze růstu buněčné 
populace: lag-fázi, exponenciální fázi, stacionární fázi a fázi odumírání. [18]  
 
Obrázek 4: Schematické znázornění růstové křivky (1 - lag fáze, 2 - exponenciální fáze,  
3 - stacionární fáze, 4 - fáze odumírání) (upraveno dle [19]) 
 Lag-fáze 
Lag-fáze (Obrázek 4, úsek 1) se označuje také jako fáze zdržení nebo přípravná. V této fázi 
se bakterie signifikantně nerozmnožují, ale zvětšuje se jejich objem a aktivuje se jejich 
enzymový systém. V průběhu této etapy se syntetizují například indukovatelné enzymy nutné 
pro využití přítomných substrátů a mikroorganismy produkují značné množství ATP.  
Délka lag-fáze závisí na vlastnostech bakteriálního druhu a na složení růstového média. 
Některé druhy jsou schopny se přizpůsobit v průběhu 1 až 2 hodin, jiným to trvá i několik dní. 
Mikroorganismům přeočkovány ze starých kultur s omezeným množstvím živin a velkým 
18 
množstvím nahromaděných odpadů přizpůsobení trvá déle, než buňkám, které jsou převedeny 
z relativně čerstvých, na živiny bohatých médií. [20]  
 Exponenciální fáze 
V exponenciální fázi (Obrázek 4, úsek 2) jsou bakteriální buňky již plně adaptovány 
na nové prostředí. Základním zákonem růstu a množení bakteriální populace je geometrická 
řada s kvocientem 2: z jedné bakterie vznikají 2, z 2 pak 4, ze 4 buněk 8 atd. Počet bakterií 
v kultuře daného objemu (tedy koncentrace bakterií) je exponenciální funkcí času. Druhou 
základní skutečností je generační doba (doba, za kterou se zdvojnásobí počet buněk 
v kultuře), která je během celé fáze konstantní. V průběhu exponenciální fáze růstu dosahuje 
kultura maximálních hodnot růstové rychlosti, generační doba je proto v této etapě 
nejkratší. [20,21]  
 Rychlost růstu bakteriální populace závisí na mnoha faktorech: druh a genetické vybavení 
bakterií, chemické složení média, koncentrace nepostrádatelné živiny a fyzikální faktory, 
zejména teplota, pH, iontová síla, osmotický tlak apod. [21]  
Buňky kultivované v uzavřených systémech mohou růst exponenciálně jen po určitou 
dobu. S přibýváním počtu buněk se živiny v médiu postupně vyčerpávají, hromadí 
se produkty metabolismu. Předpokládá se, že limitujícím faktorem logaritmického růstu 
je rychlost produkce energie ve formě ATP.  Poklesem množství živin v médiu se snižuje 
schopnost bakterií generovat ATP. MO ztrácejí schopnost udržovat vysokou měrnou růstovou 
rychlost, zpomalí se růst a buňky přechází do stacionární fáze. [20]  
 Stacionární fáze 
Pro stacionární fázi (Obrázek 4, úsek 3) je charakteristická rovnováha mezi počtem 
odumírajících buněk a přírůstkem nových buněk, výsledný počet živých buněk je tedy 
konstantní. Přechod kultury do stacionární fáze má několik důvodů. Mezi faktory způsobující 
snížení růstové rychlosti patří vyčerpání limitující živiny, nahromadění toxických zplodin 
metabolismu, nedostatečná zásoba kyslíku nebo zvýšená koncentrace neúplně oxidovaných 
uhlíkatých sloučenin v médiu, nejčastěji různých alkoholů a organických kyselin. S tvorbou 
kyselin souvisí i pokles pH, který je také častou příčinou zastavení růstu. [20,21]   
 Fáze odumírání 
Fáze odumírání (Obrázek 4, úsek 4) je charakterizována tím, že živých bakterií ubývá 
(za mrtvou bakterii se považuje ta bakterie, která není schopna dát potomstvo). Příčinou 
hynutí je destrukční působení fyzikálních a chemických faktorů prostředí na makromolekuly  
a jejich komplexy, resp. převládnutí těchto neustále působících procesů nad procesy oprav 
(reparace). Příkladem takového destrukčního faktoru jsou zplodiny metabolizmu nebo vysoká 
koncentrace vodíkových iontů.  
Kinetika hynutí bakterií je důkladně prostudována. Ukázalo se, že bakterií ubývá s časem 
resp. s dávkou destrukčního činitele jako např. fenol či formaldehyd exponenciálně. Rychlost 
úbytku bakterií je přímo úměrná jejich koncentraci. Znalost pravidel odumírání buněk  
má velký praktický význam. Jednak v případě sterilizace, tj. kdy je potřeba, aby všechny 
bakterie zahynuly, a jednak v situaci, kdy je potřebné, aby bakterie zůstaly co nejdéle živé 
a neumíraly, tedy v případě uchovávání důležitých kmenů bakterií. [21]  
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2.1 Stanovení počtu mikrobiálních buněk 
V potravinářství je stanovení počtu mikroorganismů velmi důležité, neboť nás informuje 
o kvalitě surovin i hotových výrobků a o jejich soudržnosti. Sledováním počtu 
mikroorganismů, případné jejich druhu, se můžeme přesvědčit o vhodnosti technologických 
postupů v potravinářském průmyslu, o bezpečnosti sterilačních zákroků a také o sanitačních 
a hygienických podmínkách na daném úseku výroby nebo distribuce. [22]  
Zjištění množství mikroorganismů je rovněž nutné při některých biochemických  
a genetických experimentálních pracech, pro něž jsou mikroorganismy velmi často voleny, 
neboť mají řadu předností před ostatními organismy. Stanovení počtu buněk nebo množství 
biomasy v daném objemu je důležité např. tehdy, chceme-li srovnávat výsledky několika 
experimentů, které probíhají v různém čase.  
Množství biomasy můžeme stanovit různými metodami. Patří sem: 
• stanovení sušiny buněk vážením 
• stanovení obsahu jednotlivých složek protoplasmy, které se v buňkách vyskytují 
v poměrně stálé koncentraci:  
o celkové množství uhlíku (mineralizací buněčné hmoty kyselinou sírovou 
a stanovením amonných iontů po odstranění kultivačního média), 
o množství nukleových kyselin.  
• stanovení buněčné hmoty turbidimetricky. [22]  
Počet buněk je možné stanovit přímými nebo nepřímými metodami. K přímému stanovení 
počtu buněk se používá přímé mikroskopické počítání v speciálně navrhnutých počítacích 
komůrkách. Stanovuje se celkový počet buněk v jednotce objemu. Předností těchto metod  
je poměrně rychlé získávání výsledků, nevýhodou je, že u bakterií nelze rozlišit živé a mrtvé 
buňky. [19,22]  
Mezi nejčastěji používanými metodami stanovení počtu buněk patří plotnové metody. 
Výhodou těchto metod je, že dovoluje stanovit pouze množství životaschopných buněk 
v kultuře. Nevýhodou je doba růstu buněk nezbytná pro tvorbu viditelných kolonii, která 
je většinou 24 hodin i víc, což může znamenat vážný problém v některých průmyslových 
aplikacích např. při kontrole kvality mléka. Základním postupem plotnových metod 
je pipetování určitého objemu připravené suspenze na Petriho misku a její přelití rozehřátou 
živnou půdou, nebo roztírání suspenze po povrchu utuhlé půdya zjišťování počtu kolonií 
po inkubaci při optimální teplotě. Primárním předpokladem plotnových metod je, že z každé 
živé mikrobiální buňky vyroste jedna viditelná kolonie (KTJ - kolonie tvořící jednotka).  
Vzhledem k tomu, že mikroorganismů bývá ve vzorku velmi mnoho, je potřeba před roztěrem 
provést zředění, aby počet narostlých kolonií byl v intervalu 30-300, a nedocházelo k splynutí 
a ke zkreslení výsledků. K zajištění těchto podmínek se používá tzv. sériové ředění. 
Principem, který je naznačený na Obrázku 5, je postupné ředění suspenze buněk vždy 
na desetkrát nižší koncentraci čistým tekutým médiem, fyziologickým roztokem nebo sterilní 
vodou. [18,22]  
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Obrázek 5: Princip postupného ředění a stanovení počtu buněk plotnovou metodou 
(upraveno dle [18]) 
Turbidimetrické stanovení koncentrace buněk je nepřímá metoda založená na rozptylu 
světla. Principem stanovení je ozáření vzorku v kyvetě světlem o určité vlnové délce, přičemž 
některé paprsky se na buňkách rozptýlí mimo optickou dráhu. Detektor pak zaznamená 
intenzitu světla, které prošlo kyvetou bez rozptýlení. Z poměru intenzity světla, které  
do vzorku vchází a které je detektorem zaznamenáno, se vypočítá tzv. optická hustota  
a ta je v intervalu 0−1 přímo úměrná buněčné koncentraci. [23]  
Často se využívá elektronické počítání buněk, které je založeno na nasávání přesně 
definovaného objemu elektrolytu, v němž jsou rozptýleny buňky, velmi malým otvorem 
do nevodivé skleněné trubice. Při průchodu buněk otvorem dochází ke změně vodivosti,  
což se přístrojem registruje jako impuls. [22] 
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3 PRODUKCE NANOČÁSTIC  
Zakladatelem nanotechnologií je profesor Richard Feynman, který se jako první zabýval 
s možnostmi nanosvěta v přednášce „There´s plenty of room at the bottom“ v roce 1959. 
Termín nanotechnologie zavedl až o 15 let později v roce 1974 japonský profesor Norio 
Taniguchi. [24]  
Předpona „nano“ je v inženýrské praxi běžně znám. Je odvozen z řeckého slova 
označujícího „trpaslíka“ a vyjadřuje násobek – jednu miliardtinu (10-9) základní jednotky SI. 
Za nanotechnologie lze označit jen takové materiály, systémy, jejich aplikace nebo způsoby 
tvorby, které splňují podmínky:  
• Mají alespoň jeden rozměr nebo svoji vnitřní strukturu v intervalu velikostí  
1 – 100 nm (0,001 – 0,1 µm),  
• využívají fyzikálních nebo chemických vlastností na úrovni atomů a molekul, takže 
mají neobvyklé charakteristiky v porovnání se stejným materiálem nebo systémem, 
který nemá složky s nanorozměry,  
• Mohou být kombinovány tak, aby vytvářely větší struktury s důsledky 
do makrosvěta. [25]  
Nanostruktury mohou být syntetizovány dvěma způsoby: Jednak postupem označovaným 
jako top-down (shora dolů) a jednak postupem bottom-down (zdola nahoru). Oba tyto 
základní technologické přístupy jsou orientačně naznačeny na Obrázku 6. Postup top-down  
je založen na cílené zjednodušování makroskopických struktur na objekty o velikosti v řádu 
nanometrů. V každém kroku se přitom vytváří produkt o něco menší, než byl předcházející. 
Využívají se metody jako tepelný rozklad, difuze, ozařování nebo obloukový výboj. Techniky 
bottom-up označují syntetický postup, kdy stavba funkčního celku začíná u nejmenších částic. 
V každém kroku se tvoří struktura komplikovanější, než byla předcházející. Mezi bottom-up 
techniky patří chemické či biologické procesy, zejména chemická redukce, metoda přerůstání 
zárodků, polypová metoda, elektrochemická syntéza nebo využití biologických 
činitelů. [24,26]  
 
Obrázek 6: Rozdělení rozměrové škály a směry základních přístupů tvorby nanostruktur [25]  
Fyzikální a chemické postupy vyžadují k syntéze nanočástic redukční činidla např. 
tetrahydroboritan a citrát sodný, alkoholy, použití gama- a UV záření, atd. Naproti tomu 
biologické procesy využívající hlavně působení bakterií, hub, aktinomycet, kvasinek a rostlin 
představují levný a šetrný způsob syntézy nanočástic a umožní jak intracelulární,  
tak extracelulární syntézu. [24]  
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3.1 Nanočástice stříbra 
V současné době komerčně a aplikačně nejrozšířenějším typem kovových nanočástic jsou 
nanočástice stříbra. Důvodem širokého spektra jejich využití jsou především jejich katalytické 
účinky s širokým využitím v bioaplikacích. [25]  
Byla popsána řada postupů přípravy stříbrných nanočástic. Každá z těchto metod má svoje 
výhody a nevýhody týkající se nákladů, velkosti částic nebo distribuce velikosti. Nejvíce 
používanými technikami produkce nanočástic stříbra jsou chemické přístupy, které umožní 
poměrné jednoduchou tvorbu nanočástic v roztoku. Pro přípravu stříbrných nanočástic 
se často používají reakce stříbrných solí s thiosírany, citráty a borohydráty. [25]  
Ačkoli chemické metody jsou úspěšně využívány k produkci čistých nanočástic stříbra, 
většina z nich vyžaduje použití stabilizátorů, které brání agregaci stříbrných nanočástic. Navíc 
tyto metody jsou většinou potenciálně škodlivé pro životní prostředí. Oproti tomu, fyzikální 
metody jsou rychlé a nevyžadují toxické chemikálie. Mezi využívané postupy patří např. 
kondenzace nanočástic z plynné fáze nebo použití obloukového výboje. Byly popsány 
fotochemické metody, např. ozařováním vodného roztoku stříbné soli a povrchově aktivní 
látky laserem byly produkovány stříbrné nanočástice dobře definovaného tvaru a velikostí. 
Dále byly studovány také procesy tvorby nanočástic stříbra sprayovou pyrolýzou nebo 
elektrochemické (elektrolytické) metody. [27,28]  
Použití mikroorganismů pro syntézu nanočástic představuje ekologicky šetrný a zajímavý 
přístup a v neposlední řadě umožňuje produkce nanočástic s dobře kontrolovatelnou distribucí 
velikostí. [28]  
Probiotické mikroorganismy, vzhledem k jejich schopnosti růstu a proliferace i v nepříz-
nivých podmínkách prostředí, nepatogenitě, jsou vhodnými kandidáty pro výrobu nanočástic 
jak na laboratorní úrovni, tak i v průmyslovém měřítku. [29] Nair a kol. [30] prokázali,  
že po vystavení běžných bakteriálních kmenů Lactobacillus přítomných v podmáslí působení 
iontů stříbra a zlata byly produkovány nanočástice kovů. Zabývali se také studiem produkce 
nanočástic bakteriemi mléčného kvašení, které jsou přítomny v syrovátce. Byly produkovány 
nanokrystaly zlata o velikosti 20-100 nm a nanokrystaly stříbra o velikosti 15-500 nm. 
Sintubin a kol. [31] využili bakterie mléčného kvašení pro produkci stříbrných nanočástic 
jako redukční a stabilizační činidla. Chaudhari a kol. [32] sledovali produkce nanočástic 
stříbra v supernatantech bakterií rodu Lactobacillus v alkalickém prostředí (pH 8,5).  
3.1.1 Mechanismus produkce nanočástic  
Přesný mechanismus syntézy nanočástic biologickými činiteli zatím nebyl popsán, protože 
Mechanismus intracelulární a extracelulární tvorby nanočástic je u každého organismu jiný.  
V intracelulární syntéze hlavní roli má buněčná stěna. Záporně nabitá buněčná stěna 
elektrostaticky interaguje s kladně nabitými ionty kovu. Enzymy přítomné v buněčné stěně 
redukují ionty kovu na nanočástice, které mohou difundovat přes buněčnou stěnu. Nair  
a kol. [30] v případě bakterií rodu Lactobacillus zjistili, že v počáteční fázi syntézy nanočástic 
dochází k tvorbě klastrů. V další fázi mezi buňkou a klastrem dochází k elektrostatické 
interakci, což vede k formaci nanoklastrů. Nakonec nanoklastry menších rozměrů difundují 
přes buněčnou stěnu do cytoplasmy. 
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Extracelulární syntéza nanočástic s využitím mikroorganismů je popsána jako syntéza 
zprostředkována enzymem nitrát reduktasou. K produkci stříbrných nanočástic je pravdě-
podobně potřebný NADH a NADH dependentní nitrát reduktáza, která po indukci 
dusičnanovými ionty se zdá být zodpovědná za bioredukce Ag+ iontů na Ag0. [24] 
3.1.2 Vyuţití stříbrných nanočástic 
Hlavním důvodem rozšíření použití stříbrných nanočástic v mnoha aplikacích je jejich 
významná antimikrobiální aktivita. Většina těžkých kovů se chová jako buněčný jed, nicméně 
stříbrné nanočástice vykazují pozoruhodné antimikrobiální vlastnosti bez toho, aby byly 
toxické pro eukaryotní organismy. Důvodem vysoké antibakteriální účinnosti nanočástic 
stříbra je skutečnost, že volné ionty stříbra Ag+ svojí katalytickou reakcí zabraňují funkci 
skupin HS
- oxidačních metabolických enzymů organizmů, které zajišťují buněčné dýchání. 
Tím dochází k jejich odumření a následnému rozkladu. Studie ukazují, že nanostříbro  
je účinné i proti virům a mykotickým infekcím. Koloidní roztoky stříbra se v medicíně 
využívají na posílení imunitního systému jako léčivo k orálnímu užití; rovněž jsou přidávány 
do různých typů mastí a obvazů. V ochraně životního prostředí slouží jako desinfekce 
vzduchu, pitné vody, podzemních a odpadních vod. Nanostříbro našlo své uplatnění také 
v oblasti výroby textilií a ložního prádla, v povrchových úpravách plastů, filtrů nebo 
v přípravě antibakteriálních nátěrů. [25,27]  
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4 CÍL PRÁCE 
Cílem první části diplomové práce bylo pomocí PCR ověřit rodovou a druhovou 
identifikaci pěti kmenů bakterií druhu Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei. Cílem 
druhé části experimentální práce bylo testovat schopnost produkce nanočástic stříbra pěti 
kmenů Lactobacillus casei a Lactobacillus paracasei a kmene Lactobacillus gasseri K7.  
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
5 MATERIÁL A METODY 
5.1 Pouţité bakteriální kmeny a DNA 
V průběhu práce byly použity následující bakteriální kmeny a DNA:  
• Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088T 
• Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089 
• Lactobacillus casei CCM 4791 
• Lactobacillus casei CCM 4798 
• Lactobacillus paracasei LOCK 0919  
• Lactobacillus gasseri K7 
Kmeny Lactobacillus casei byly získány z České sbírky mikroorganismů (CCM Brno, 
Česká republika); kmeny Lactobacillus paracasei LOCK 0919 a Lactobacillus gasseri K7  
byly získány od doc. RNDr. A. Španové, CSc. 
5.2 Chemikálie 
• Agaróza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Bakteriologický pepton (Oxoid, Basingstoke, UK) 
• Citrát diamonný (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
• Dihydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)  
• Dusičnan stříbrný (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
• Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, ČR)  
• Ethidium bromid (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)  
• Ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)  
• Fenol (Lachema, Brno,ČR)  
• Glycerol (Penta, Chrudim, ČR) 
• Heptahydrát síranu hořečnatého (Lachema, Brno, ČR) 
• Hydrogenfosforečnan draselný (Lachema, Brno, ČR) 
• Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR)  
• Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR)  
• Chloroform (Penta, Chrudim, ČR)  
• Isoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR)  
• Kvasničný extrakt (Yeast extract) (Oxoid, Basingstoke, UK) 
• Kyselina boritá (Penta, Chrudim, ČR)  
• Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR)  
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• Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)  
• Masový extrakt (Lab-Lemco powder) (Oxoid, Basingstoke, UK) 
• Monohydrát glukózy (Lachema, Brno, ČR) 
• Monohydrát dihydrogenfosforečnanu sodného (Lachema, Brno, ČR) 
• MRS broth médium (Oxoid, Basingstoke, UK) 
• Octan sodný (Lachema, Brno, ČR)  
• Proteináza K (Serva, Heidelberg, SRN)  
• Tetrahydrát síranu manganatého (Lachema, Brno, ČR) 
• Trihydrát octanu sodného (Lachema, Brno, ČR) 
• Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-báze) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Tween 80 (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Další běžné chemikálie byly z komerční sítě v kvalitě p.a. 
5.3 Kultivační média  
• MRS médium 
MRS médium bylo připraveno podle návodu výrobce. Hodnota pH byla upravena 
roztokem 1 M NaOH na hodnotu 6,5. Médium bylo sterilizováno v autoklávu 
při 121 °C/15 minut.  
• MRS agar 
MRS médium bylo připraveno podle návodu výrobce a pH upraveno na hodnotu 6,5. Bylo 
přidáno 15 g/l agaru. Půda byla sterilizována v autoklávu při 121°C/15 minut.  
• Modifikované MRS médium s 56 mM glukózou a 0,1 mM AgNO3 
Médium bylo připraveno z jednotlivých komponent uvedených v Tabulce 1. Složky byly 
rozpuštěny v destilované vodě a pH upraveno na hodnotu 6,5. Médium bylo sterilizováno 
v autoklávu při 121 °C/15 minut. Před použitím byl přidán roztok 1 M AgNO3 tak, aby 
jeho výsledná koncentrace byla 0,1 mM.  
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Tabulka 1: Složení modifikovaného MRS média obsahující 56 mM glukózou [33] 
Kvasničný extrakt 5 g 
Masový extrakt (Lab-Lemco Powder) 10 g 
Pepton 10 g 
Glukóza 10,1 g 
Tween 80 5 ml 
Hydrogenfosforečnan draselný 2 g 
Trihydrát octanu sodného 5 g 
Citrát diamonný 2 g 
Heptahydrát síranu hořečnatého 0,2 g 
Tetrahydrát síranu manganatého 0,05 g 
Destilovaná voda 1 000 ml 
5.4 Roztoky  
Roztoky byly připravovány podle návodů uvedených ve skriptech Španová a Rittich 
(2010). [15] 
5.4.1 Roztoky pro lyzi bakteriálních buněk 
• 0,5 M EDTA (pH 8,0)  
186,1 g EDTA bylo rozpuštěno v 800 ml destilované vody za stálého míchání 
na magnetické míchačce. Pomocí NaOH bylo upraveno pH na hodnotu 8,0. Roztok byl 
doplněn do objemu 1 l destilovanou vodou, rozdělen do alikvotních podílů a sterilizován 
v autoklávu 20 minut při 121 °C.  
• 1M Tris-HCl (pH 7,8)  
12,1 g Tris-báze bylo rozpuštěno v 80 ml destilované H2O. pH roztoku bylo upraveno 
pomocí koncentrované HCl na hodnotu 7,8. Roztok byl doplněn destilovanou vodou 
do objemu 100 ml a sterilizován v autoklávu 20 minut při 121 °C. 
• Lyzační roztok A  
Roztok byl připraven ze zásobních roztoků 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA 
(pH 8,0). Bylo smícháno 10 ml Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a doplněn 
destilovanou vodou do objemu 100 ml.  
• Lyzační roztok B  
K lyzačnímu roztoku A byl přidán lysozym na výslednou koncentraci 3,0 mg/ml. 
• 20% SDS  
20 g SDS bylo rozpuštěno v 80 ml sterilní destilované vody při teplotě 68 °C. Roztok byl 
doplněn do 100 ml destilovanou vodou. Sterilizace roztoku nebyla nutná. Byl uchováván 
při laboratorní teplotě.  
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• Proteináza K (1 mg/ml)  
10 mg proteinázy K bylo rozpuštěno v 10 ml sterilní destilované vody. Roztok byl 
rozdělen do alikvotů a uchováván při teplotě −20 °C. 
5.4.2 Roztoky pro fenolovou extrakci 
• Fenol  
Destilovaný fenol nasycený v TE pufru, pH 7,8.  
• CIZ  
Směs chloroformu a isoamylalkoholu v poměru 24:1.  
• 3 M octan sodný (pH 5,2)  
V 800 ml destilované vody bylo rozpuštěno 408,1 g trihydrátu octanu sodného. Roztok byl 
doplněn destilovanou vodou do 1 000 ml, rozdělen do alikvotních podílů a sterilizován 
v autoklávu 20 minut při 121 °C a uchováván při teplotě 4 °C. 
• TE pufr  
Roztok byl připraven sterilně ze zásobních roztoků 1M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5M EDTA 
(pH 8,0). Byl smíchán 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 200 µl EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml 
destilované vody. 
5.4.3 Komponenty pro PCR 
• PCR voda (Top-Bio, Praha, ČR)  
• 10×PCR Blue Buffer (obsahuje 750 mM Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 200 mM (NH4)2SO4, 
1 % Tween 20, 25 mM MgCl2) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Směs dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, ČR)  
• Primery (10 pmol/µl) (Generi Biotech, Hradec Kralové, ČR)  
• Taq DNA polymeráza 1.1 (1U/µl) (Top-Bio, Praha, ČR) 
5.4.4 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu 
• 0,5 × TBE pufr  
54 g Tris-báze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpuštěno v 600 ml destilované vody. Poté 
bylo přidáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplněno destilovanou vodou do 1000 ml. 
Před použitím byl TBE pufr 10x ředěn na výslednou koncentraci.  
• Barvící lázeň 
100 µl roztoku ethidiumbromidu (5 mg/ml) bylo zředěno 500 ml destilované vody.  
• DNA standard  
100 bp žebříček (obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 
800, 900, 1000, 1200, 1500 bp) (Malamité, Moravské Prusy, ČR)  
• Nanášecí pufr Yellow load (6×koncentrovaný, obsahuje barvivo orange G) (Top-Bio, 
Praha, ČR) 
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5.4.5 Roztoky pro skríning produkce nanočástic stříbra 
• 1 M dusičnan stříbrný 
16,99 g krystalického dusičnanu stříbrného bylo rozpuštěno ve 100 ml destilované vody. 
Roztok byl sterilizován v autoklávu 20 minut při 121 °C a uchováván při laboratorní 
teplotě. 
• 1 M glukóza 
19,82 g monohydrátu glukózy bylo rozpuštěno v 10 ml destilované vody. Roztok byl 
sterilizován v autoklávu 20 minut při 121 °C a uchováván při laboratorní teplotě. 
• 0,2 M hydrogenfosforečnan sodný 
8,9 g dihydrátu hydrogenfosforečnanu sodného bylo rozpuštěno v 250 ml destilované 
vody. Roztok byl sterilizován v autoklávu 20 minut při 121 °C a uchováván při laboratorní 
teplotě.  
• 0,2 M dihydrogenfosforečnan sodný  
6,9 g monohydrátu dihydrogenfosforečnanu sodného bylo rozpuštěno v 250 ml destilované 
vody. Roztok byl sterilizován v autoklávu 20 minut při 121 °C a uchováván při laboratorní 
teplotě. 
• Fosfátový pufr 
76,25 ml zásobního roztoku 0,2 M hydrogenfosforečnanu sodného a 48,75 ml zásobního 
roztoku 0,2 M hydrogenfosforečnanu sodného bylo smícháno se 125 ml sterilní vody. 
Takto připravený pufr byl uchováván při laboratorní teplotě.  
5.5 Pomůcky a přístroje 
• Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Nemecko) 
• Centrifuga Hettich EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Nemecko) 
• Digitální fotoaparát Nikon Coolpix S620 
• Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Varšava, Polsko) 
• Mikrovlnná trouba SMW 2320 (SENCOR, ČR) 
• Laboratorní váhy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)  
• Analytické váhy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA) 
• NanoPhotometer (Implen, München, Německo) 
• Hybridizační pec Micro Hybridization Incubator 2000 (Sci Gene, Sunnyvale, USA) 
• Thermocycler PTC – 200 (BIO-RAD Lab., USA) 
• Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA) 
• Zařízení pro elektroforézu Easy – Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) 
• Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, 
Woodbridge, USA) 
• Optický emisní spektrometr s indukčně vázaným plazmatem, model Ultima 2 (Horiba 
Jobin Yvon, Kyoto, Japonsko) 
• Acetylcelulosové filtry MS CA Syringe Filter (Membrane Solutions, Dallas, USA) 
• Transmisní elektronový mikroskop Philips EM 201 (FEI, Hillsboro, USA)  
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• Běžné laboratorní sklo, umělohmotný materiál a laboratorní pomůcky 
5.6 Metody 
Uvedené postupy byly prováděny podle práce Španová a Rittich (2010) [15]. 
5.6.1 Oţivování a uchovávání bakteriálních kultur 
• Tekuté MRS médium bylo sterilně rozpipetováno po 10 ml do skleněných zkumavek. 
Do jednotlivých zkumavek bylo naočkováno 300 µl příslušné kultury Lactobacillus 
(3 % inokulace) uchovávané v 15 % glycerolu při −70°C. Buňky byly kultivovány 
při 37°C po dobu 48 hodin. Narostlé kultury byly skladovány při teplotě 4 °C a použity 
v průběhu další práce.  
• Pro uchovávání bakteriálních kultur byly kultury Lactobacillus narostlé v MRS médiu 
smíchány s 50 % sterilním glycerolem v poměru 2:1. Takto připravené směsi byly 
zamraženy na −70°C pro dlouhodobé skladování.  
5.6.2 Kultivace a kontrola čistoty bakteriálních kultur 
• Oživené kultury Lactobacillus byly přeočkovány do 10 ml sterilního tekutého MRS média 
po 100 µl (1 % inokulace) a kultivovány při  37°C po dobu 48 hodin. 
• Pro kontrolu čistoty bakteriální kultury byl proveden křížový roztěr bakteriální kultury 
narostlé v tekutém živném mediu na misku s pevným MRS agarem. Kultivace probíhala 
při teplotě 37 °C po dobu 48 hodin.  
5.6.3 Příprava hrubých lyzátů buněk 
• 1 ml kultury buněk (1 ml) narostlé v tekutém médiu MRS byla přenesena do 1,5 ml 
Eppendorfovy zkumavky a suspenze centrifugována při 14 500 ot/min po dobu 5 minut. 
• Po centrifugaci byl supernatant opatrně slit a sediment resuspendován v 1 ml roztoku A. 
Suspenze byla centrifugována při 14 500 ot./min po dobu 5 minut. 
• Poté byl supernatant opatrně slit a k sedimentu bylo přidáno 500 µl lyzačního roztoku B 
s lysozymem. Vzorky byly důkladně rozsuspendovány a inkubovány při laboratorní teplotě 
po dobu 1 hod. 
• Následně bylo k 500 µl vzorku přidáno 12,5 µl 20% SDS a 5 µl proteinázy K (100 µg/ml). 
Vše bylo důkladně promícháno a ponecháno k inkubaci do druhého dne při 55 °C.  
• Hrubé lyzáty buněk byly uchovány při −20 °C, aby se předešlo možné degradaci DNA. 
5.6.4 Izolace DNA fenolovou extrakcí 
• K 500 µl hrubého lyzátu buněk byl přidán stejný objem fenolu. Směs byla kývavým 
pohybem opatrně promíchávána po dobu 4 minut. 
• Vzorky byly centrifugovány při 14 500 ot/min po dobu 5 minut. 
• Po centrifugaci byla odebrána vodná fáze do čisté Eppendorfovy zkumavky. 
• K vodní fázi s DNA bylo přidáno 700 µl směsi chloroform-isoamylalkohol (24:1) a směs 
byla promíchána kývavým pohybem po dobu 4 minut. 
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• Vzorky byly centrifugovány při 14 500 ot/min po dobu 5 minut. 
• Nakonec byla odebrána vodní fáze s DNA do čisté Eppendorfovy zkumavky. 
5.6.5 Sráţení DNA etanolem 
• Ke vzorku DNA byla přidána 1/20 objemu 3 M octanu sodného a vzorek byl promíchán. 
• Následně bylo přidáno 1 ml 96% ethanolu, směs byla promíchána a DNA byla srážena 
při −20 °C po dobu 30 minut. 
• Směs byla centrifugována při 14 500 otáčkách po dobu 15 minut a po centrifugaci byl 
supernatant opatrně slit. 
• Sediment byl opláchnut 70% ethanolem a směs opět centrifugována při 14 500 otáčkách 
10 minut.  
• Sediment DNA byl vysušen v exikátoru po dobu asi 20 min. 
• DNA byla rozpuštěna ve 100 µl TE pufru. 
• Takto připravená DNA byla použita pro spektrofotometrické měření a PCR. 
5.6.6 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA 
• Koncentrace izolované DNA byla měřena spektrofotometricky pomocí přístroje 
NanoPhotometer. Jako referenční vzorek byl použit TE pufr. 
• V závislosti na očekávané koncentraci DNA bylo vybráno víčko (lid) s odpovídajícími 
parametry pro NanoPhotometer jak je uvedeno v Tabulce 2.  
• Byla měřena absorbance v rozmezí vlnových délek 220 – 320 nm. Z hodnoty absorbance 
A260nm byla stanovena koncentrace DNA, z poměru hodnot A260nm/A280nm byla určena 
čistota DNA. 
Tabulka 2: Parametry pro NanoPhotometer
 
Označení víčka lid 10 lid 50 
Optická dráha (nm) 1 0,2 
Objem vzorku (µl) 3 – 5 0,7 – 4 
Měřitelný rozsah DNA (ng/µl) 14 – 700 250 – 400 
5.6.7 Agarózová gelová elektroforéza bakteriální DNA 
• Do Erlenmayerovy baňky byl připraven 0,8 % agarózový gel z 0,4 g agarózy a 50 ml 
0,5× TBE pufru. Směs byla pečlivě rozvařena v mikrovlnné troubě a po vychladnutí asi 
na 60 °C nalita do vaničky s hřebínkem, kde byla ponechána 30 minut ke ztuhnutí. 
Po ztuhnutí gelu byl odstraněn hřebínek. 
• Na polyethylenové podložce bylo smícháno 15 µl DNA s 3 µl nanášecího pufru. Směs byla 
nanesena do komůrky gelu. 
• Vanička s gelem byla vložena do elektroforetické vany a převrstvena 0,5× TBE pufrem. 
• Elektroforéza probíhala při napětí 80 V cca 1 hodinu. 
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• Po skončení elektroforézy byl gel barven v roztoku ethidium bromidu (0,5 µg/ml) po dobu 
30 minut. Obarvený gel byl pozorován na transilluminátoru v UV světle a dokumentován 
fotograficky. 
5.6.8 Polymerázová řetězová reakce 
• Všechny komponenty PCR reakce byly před použitím rozmraženy, promíchány a krátce 
centrifugovány. 
• Byly připraveny 25 µl směsí pro PCR s DNA matricí ze všech vzorků. Směsi pro PCR 
byly namíchány v boxu vyzářeném UV lampou. Komponenty pro PCR byly smíchány 
v pořadí uvedeném v Tabulce 3 do 200 µl Eppendorfových zkumavek.  
• Vždy byla připravena negativní kontrola, kdy místo 1 µl DNA matrice byl k 24 µl PCR 
směsi přidán 1 µl vody pro PCR. 
• Byla také připravena pozitivní kontrola, která obsahovala DNA matrici (10 ng/µl) 
bakteriálního kmene Lactobacillus casei CCM 4798, Lactobacillus gasseri K7 nebo 
Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089. 
• Vzorky obsahující všechny složky PCR směsi byly po promíchání a krátké centrifugaci 
umístěny do termocykleru, na kterém byl nastaven specifický amplifikační program dle 
Tabulky 4. Seznam primerů je uveden v Tabulce 5. PCR pro druh L. casei byla prováděna 
s využitím dvou různých sad primerů.  
• Po skončení PCR reakce byla provedena detekce produktů PCR pomocí gelové 
elektroforézy na 1,8% agarózovém gelu. 
 
Tabulka 3: Složení směsi pro PCR 
Pořadí Komponenta 
Objem [µl] pro PCR  
Doména 
Bacteria 
Rod 
Lactobacillus 
Druh 
Lactobacillus 
 casei 
1. Voda pro PCR 19 19,0 19,0 
2. 10× reakční pufr kompletní 2,5 2,5 2,5 
3. Směs dNTP (10 mM) 0,5 0,5 0,5 
4. primery (10 pmol/µl) 0,5 0,5 0,5 
5. primery (10 pmol/µl) 0,5 0,5 0,5 
6. Taq DNA-polymeráza (1U/ µl) 1,0 1,0 1,0 
7. Matrice DNA (10 ng/µl) 1,0 1,0 1,0 
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Tabulka 4: Seznam amplifikačních programů 
 Doména Bacteria  
s primery F_eub a R_eub 
Rod Lactobacillus s primery 
LbLMA 1-rev a R16-1 
 
 94 °C 5 min 
30 
cyklů 
94 °C  5 min 
30 
cyklů 
 
 94 °C 30 s 94 °C 30 s  
 55 °C 30 s 55 °C 30 s  
 72 °C 1 min 72 °C 1 min  
 72 °C 5 min 72 °C 5 min  
    
 Druh Lactobacillus casei 
s primery FcaseIS a RcaseiIS 
Druh Lactobacillus casei 
s primery Cas/ParFW a UniverRV 
 94 °C 5 min 
30 cyklů 
94 °C 5 min 
30 cyklů 
 94 °C 30 s 94 °C 1 min 
 54 °C 30 s 55 °C 1 min 
 72 °C 1 min 72 °C 2 min 
 72 °C 10 min 72 °C 10 min 
 
Tabulka 5: Seznam specifických primerů pro PCR reakce 
PCR reakce Primery Sekvence primeru (5´- 3´) 
Velikost 
produktů 
PCR 
doména 
Bacteria 
[34] 
F_eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 
466 bp 
R_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT 
rod 
Lactobacillus 
[35]  
LbLMA 1-rev CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 
asi 250 bp 
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA 
druh 
Lactobacillus 
casei  
[34]  
FcaseIS CTA TAA GTA AGC TTT GAT CCG GAG ATT T 
132 bp 
RcaseIS CTT CCT GCG GGT ACT GAG ATG T 
druh 
Lactobacillus 
casei 
[36]  
Cas/ParFW TGC ACC GAG ATT CAA CAT GG 
682 bp 
UniverRV TTC GCC ACT GGT GTT CTT CC 
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5.6.9 Detekce produktů PCR pomocí agarózové gelové elektroforézy 
• Do Erlenmayerovy baňky byl připraven 1,8 % agarózový gel z 1,8 g agarózy a 100 ml 
0,5× TBE pufru. Směs byla pečlivě rozvařena v mikrovlnné troubě.  
• Směs byla nalita do vaničky s hřebínkem, kde byla ponechána 30 minut ztuhnout. 
Po ztuhnutí gelu byl odstraněn hřebínek.  
• Produkty PCR (25 µl) byly promíchány a krátce centrifugovány. Ke každému produktu 
PCR bylo přidáno 5 µl nanášecího pufru.  
• Do komůrky gelu bylo naneseno vždy 15 µl směsi produktu PCR a nanášecího pufru. 
Do jedné z komůrek bylo naneseno 5 µl DNA standardu (100 bp žebříček). 
• Vanička s gelem byla vložena do elektroforetické vany a převrstvena 0,5x TBE pufrem.  
• Elektroforéza probíhala při napětí 80 V cca 2 - 2,5 hodiny.  
• Po skončení elektroforézy byl gel vložen do barvícího roztoku ethidium bromidu. 
Po obarvení byl pozorován na transilluminátoru v UV světle a dokumentován fotograficky. 
5.6.10 Stanovení růstových křivek bakteriálních kultur Lactobacillus 
• Do 30 ml tekutého MRS média resp. modifikovaného MRS média s 56 mM glukózou 
a 0,1 mM AgNO3 bylo sterilně naočkováno 300 µl stacionární kultury Lactobacillus. 
Buňky byly kultivovány aerobně při teplotě 37°C bez míchání.  
• V průběhu kultivace bylo v hodinových intervalech odebíráno 1 ml kultury. Pomocí 
NanoPhotometru byla měřena absorbance kultury při vlnové délce 600 nm. Jako blank 
bylo použito kultivační médium. Naměřené hodnoty optických hustot byly použity 
k vytvoření růstových křivek pomocí počítačového softwaru Microsoft Excel. 
5.6.11 Skríning kmenů Lactobacillus pro produkci nanočástic stříbra 
• Bakteriální buňky rodu Lactobacillus byly kultivovány v 55 ml tekutého modifikovaného 
MRS média obsahujícího glukózu a AgNO3 ve výsledné koncentraci 56 mM resp. 0,1 mM 
při teplotě 37 °C bez třepání. Bakterie byly kultivovány do pozdní exponenciální fáze  
(22 hodin; buňky L. gasseri K7 byly kultivovány 38 hodin).  
• Pro stanovení počtu buněk v pozdní logaritmické fázy byly suspenze buněk po kultivaci 
sériově ředěny a po 0,2 ml vysety na Petriho misky s MRS agarem. Po 48 hodinové 
kultivaci byl zjišťován počet narostlých kolonií.  
• Pro sledování tvorby stříbrných nanočástic byly připraveny dva typy vzorků:  
1: supernatanty centrifugací buněk, k nimž byly přidány různé koncentrace AgNO3,  
2: reakční směsi, které obsahovaly buňky (biokatalyzátor), glukózu (donor elektronů), 
fosfátový pufr a přídavek AgNO3 (substrát biotransformace). 
• Po kultivaci buněk v tekutém modifikovaném MRS médiu byly kultury centrifugovány 
při 6000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatanty (bez buněk) byly opatrně odlity a použity 
v další práci. Sedimenty buněk (asi 1,25 ml) byly promyty fosfátovým pufrem (1 ml), 
znovu centrifugovány a potom v 250 µl alikvotních množstvích přidávány do reakčních 
směsí (viz dále).  
• Do 15 ml zkumavek byla připravena reakční směs (RS) o objemu 5 ml. Směs obsahovala 
4,72 ml fosfátového pufru o pH 7,0, 280 µl 1 mM glukózy (konečná koncentrace 56 mM) 
a 250 µl sedimentu buněk o koncentraci 6,5×108 KTJ/ml. Do jednotlivých zkumavek byl 
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ředěn 1,0 M zásobní roztok AgNO3 na výsledné koncentrace 0,1 mM, 1,0 mM, 2,0 mM 
a 4,0 mM.  
• Supernatanty byly rozděleny do zkumavek po 10 ml a byl do nich ředěn zásobní roztok 
1,0 M AgNO3 na výsledné koncentrace 0,1 mM, 1,0 mM, 2,0 mM a 4,0 mM.  
• Byly také připraveny kontroly reakčních směsí a supernatantů bez AgNO3. 
• Postup přípravy supernatantů a reakčních směsí s buňkami je schematicky znázorněn  
na Obrázku 7. 
• Reakční směsi, supernatanty a kontroly byly inkubovány ve tmě, při teplotě 37 °C 
v hybridizační pícce a otáčeny s rychlostí 6 ot./min po dobu 144 hodin a poté ve tmě,  
při laboratorní teplotě, bez třepání. Po 24 hodinách inkubace byla sledována změna 
zabarvení směsí a dokumentována fotograficky. 
• Po 24, 48, 72, 144 a 360 hodinách byly odebírány vzorky a analyzovány spektrometrií 
v ultrafialové a viditelné oblasti (UV/VIS spektrofotometrie). Supernatanty byly odebírány 
v množství 1 ml, reakční směsi byly pro měření ředěny sterilní vodou 20krát, aby  
se eliminovala interference v průběhu měření. Byl měřen absorpční spektrum vzorek 
v oblasti 200 nm až 900 nm. Z absorpčního spektra byla stanovena vlnová délka λmax,  
při které vzorky absorbovaly maximálně. Poté byla měřena absorbance vzorků při λmax.  
• Vzorky RS a supernatantů byly podrobeny analýze na optickém emisním spektrometru 
s indukčně vázaným plazmatem (ICP-OES). ICP-OES analýza byla provedena na přístroji 
ICP-OES model Ultima 2 (Horiba, Tokyo, Japan) doc. Ing. Pavlem Divišem Ph.D.  
na Fakultě chemické Vysokého učení technického v Brně. Supernatanty byly nejdřív 
přefiltrovány přes acetylcelulosové filtry o velikosti pórů 0,45 µm a po filtraci ředěny 
50krát destilovanou vodou do 25 ml odměrných baněk (0,5 ml supernatantu + 24,5 ml 
destilované vody).  
• Reakční směsi byly pro ICP-OES nejdřív centrifugovány při 10000 ot/min po dobu 
3 minut. Supernatanty reakčních směsí byly po centrifugaci přefiltrovány přes 
acetylcelulosové filtry (0,45 µm) a ředěny 10krát destilovanou vodou do 10 ml odměrných 
baněk (1 ml přefiltrovaného supernatantu reakční směsi + 9 ml destilované vody). 
• Poté transmisním elektronovým mikroskopem Philips EM 201 byly pozorovány 
supernatanty buněk L. casei CCM 4791 a reakční směsi s buňkami L. casei CCM 4791 
obsahující 4 mM AgNO3. Snímky TEM byly pořízeny MVDr. Pavlem Kulichemi, Ph.D. 
ve Výzkumném ústavu veterinárního lékařství v Brně. 
• Pro stanovení počtu buněk po 500 hodinách inkubace byly reakční směsi s buňkami 
sériově ředěny a po 0,1 ml vysety na Petriho misky s MRS agarem. Po 48 hodinové 
kultivaci byl zjišťován počet narostlých kolonií 
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Obrázek 7: Schematické znázornění přípravy vzorků pro testování produkce  
nanočástic stříbra 
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6 VÝSLEDKY  
I. část: Ověření identifikace bakterií polymerázovou řetězovou reakcí 
6.1 Kultivace a kontrola čistoty bakteriálních kultur 
Čistota bakteriálních kultur testovaných kmenů (kapitola 5.6.2) byla ověřena křížovým 
roztěrem čerstvě narostlých kultur v tekutém MRS médiu na miskách s MRS agarem. 
Narostlé kolonie byly přibližně stejné velikosti, barvy a tvaru. Výsledek křížového roztěru 
bakteriální kultury Lactobacillus casei CCM 4798 je zobrazen na Obrázku 8.  
 
Obrázek 8: Růst kolonií na MRS agaru po křížovém roztěru bakteriální kultury  
Lactobacillus casei CCM 4798 
6.2 Izolace DNA z bakteriálních kultur 
Hrubé lyzáty buněk byly připraveny dle postupu uvedeného v kapitole 5.6.3 z kultur 
bakteriálních buněk sbírkových kmenů Lactobacillus, které byly kultivované v tekutém MRS 
mediu. Izolace DNA z hrubých lyzátů byla provedena metodou fenolové extrakce dle postupu 
popsaného v kapitole 5.6.4. Přítomnost a relativní intaktnost DNA byla ověřena pomocí 
agarózové gelové elektroforézy. Na gel bylo nanášeno 10 µl DNA. Výsledky jsou uvedeny  
na Obrázku 9. 
Obrázek 9: Agarózová gelová elektroforéza bakteriální DNA izolované ze sbírkových kmenů 
 
1        2        3        4         5       6 
DNA 
extrachromosomální   
DNA 
RNA 
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Běh DNA Detekce DNA 
1 L. casei CCM 4798 +++ 
2 L. gasseri K7 +++ 
3 L. casei CCM 4791
 
+++ 
4 L. casei ssp. casei CCM 7089 +++ 
5 L. casei ssp. casei CCM 7088
T
 ++ 
6 L. paracasei LOCK 0919 +++ 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, ++ zřetelná 
→ Byla izolovaná DNA v relativně intaktní formě pro potvrzení identity metodou PCR. 
Vedle chromosomální DNA byla detegována i extrachromosomální DNA a RNA.  
6.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty izolované DNA 
U všech vzorků bakteriální DNA izolované fenolovou extrakcí byla spektrofotometricky 
změřena absorbance v rozmezí vlnových délek 220 – 320 nm a stanovena koncentrace 
a čistota DNA dle postupu uvedeného v kapitole 5.6.6. Výsledky spektrofotometrického 
stanovení jsou uvedeny v Tabulce č. 6.  
Tabulka 6: Spektrofotometrické stanovení bakteriální DNA 
DNA 
bakteriálního 
kmene 
c 
[ng/µl] 
A230nm A260nm A280nm A320nm A260nm/280nm 
Objem 
vzorku 
[µl] 
Celkové 
mnoţství 
DNA 
[µg] 
L. casei ssp. casei 
CCM 7088
T 
297 0,29 0,61 0,30 0,01 2,06 100 29,7 
L. casei ssp. casei 
CCM 7089 
764 0,37 0,77 0,38 0,02 2,06 100 76,4 
L. casei CCM 4798 1563 0,28 0,64 0,30 0,01 2,12 100 156,3 
L. casei CCM 4791 1068 0,19 0,43 0,21 0,01 2,08 100 106,8 
L. paracasei  
 LOCK 0919 
1100 0,19 0,44 0,21 0,00 2,11 100 110,0 
L. gasseri K7 1578 0,27 0,63 0,30 0,00 2,14 100 157,8 
→ Z hrubých lyzátů buněk připravených z 1 ml kultur narostlých v MRS médiu byla 
izolována DNA o koncentraci 297 – 1578 ng/µl, v celkovém množství 30 – 158 µg. DNA 
byla znečištěna RNA (A260nm/280nm = 2,06 – 2,14). 
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6.4 Polymerázová řetězová reakce 
Po změření koncentrace byly vzorky DNA ředěny na koncentrace 10 ng/µl. Tím byly 
připravené na použití pro amplifikaci v PCR.  
6.4.1 Důkaz přítomnosti bakteriální DNA 
Přítomnost bakteriální DNA byla ověřena metodou PCR s primery specifickými 
pro doménu Bacteria dle postupu uvedeného v kapitole 5.6.8. Byl amplifikován specifický 
produkt PCR – úsek o délce 466 bp. Produkty PCR byly detegovány pomocí agarózové 
gelové elektroforézy. Výsledky jsou zaznamenány na Obrázku 10. Jako pozitivní kontrola 
byla použita DNA izolovaná z bakteriálního kmene Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/µl).  
Citlivost PCR pro doménu Bacteria byla zjištěna dle postupu uvedeného v kapitole 5.6.8. 
Pro posouzení citlivosti PCR bylo použito DNA matrice Lactobacillus casei CCM 4798 
(10 ng/µl), která byla ředěna desítkovým ředěním až na koncentraci 1 fg/µl. Výsledky 
agarózové gelové elektroforézy produktů PCR jsou uvedeny na Obrázku 11. Jako pozitivní 
kontrola byla použita DNA bakteriálního kmene Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/µl).  
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Obrázek 10: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro doménu 
Bacteria (466 bp). Amplifikováno bylo 10 ng DNA izolované z kmenů Lactobacillus. 
 
Běh DNA 
Množství 
DNA/PCR směs 
[ng/25 µl] 
Detekce  
produktu PCR 
1 DNA standard − 100 bp žebříček 
2 Pozitivní kontrola 10  +++ 
3 Negativní kontrola 0  − 
4 L. casei ssp. casei CCM 7088
T 
10  +++ 
5 L. casei ssp. casei CCM 7089 10  +++ 
6 L. casei CCM 4791 10  +++ 
7 L. casei CCM 4798 10 +++ 
8 L. paracasei LOCK 0919 10 +++ 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, − nedetegován 
  
1500 bp 
1000 bp 
500 bp 
400 bp 
300 bp 
200 bp 
100 bp 
466 bp 
 1       2      3       4      5       6      7      8 
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Obrázek 11: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR pro doménu Bacteria (466 bp). 
Amplifikován byl 1 µl DNA Lactobacillus casei CCM 4798 obsahující 10 ng – 1 fg DNA. 
 
Běh Množství DNA/25µl PCR směsi  
Detekce  
produktu PCR 
1 DNA standard 100 bp žebříček 
2 --- --- 
3 Pozitivní kontrola (10 ng) +++ 
4 10 ng  +++ 
5 1 ng  +++ 
6 100 pg  ++ 
7 10 pg + 
8 1 pg – 
9 100 fg – 
10 10 fg – 
11 1 fg – 
12 --- --- 
13 Negativní kontrola (bez DNA) – 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, ++ zřetelná, + slabá, – nedetegován 
→ DNA byla izolována v kvalitě vhodné pro metodu PCR. Po amplifikaci DNA všech kmenů 
byly prokázány specifické produkty PCR pro doménu Bacteria. Nejnižší množství DNA 
amplifikované v PCR za vzniku detegovatelných produktů PCR na gelu je 10 pg. 
500 bp 
1500 bp 
1000 bp 
200 bp 
100 bp 
466 bp 
        1     2     3     4     5     6     7      8     9    10   11   12   13 
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6.4.2 PCR specifická pro rod Lactobacillus 
Důkaz přítomnosti DNA bakterií rodu Lactobacillus byl proveden metodou PCR s primery 
specifickými pro rod Lactobacillus. Postup práce je uveden v kapitole 5.6.8. Byl amplifikován 
specifický úsek o délce asi 250 bp v závislosti na druhu. Jako pozitivní kontrola byla použita 
DNA izolovaná z kmene Lactobacillus gasseri  K7 (10 ng/µl). Výsledky detekce produktů 
PCR pomocí agarózové gelové elektroforézy jsou uvedeny na Obrázku 12. 
Citlivost PCR pro rod Lactobacillus byla ověřena dle postupu uvedeného v kapitole 5.6.8. 
Pro posouzení citlivosti PCR bylo použito DNA matrice Lactobacillus casei CCM 4798 
(10 ng/µl), která byla zředěna desítkovým ředěním až na koncentraci 1 fg/µl. Výsledky 
z detekce amplikonů jsou uvedeny na Obrázku 13. Jako pozitivní kontrola byla použita DNA 
izolovaná z kmene Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/µl). 
Obrázek 12: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod 
Lactobacillus (asi 250 bp). Amplifikován byl 1 μl DNA izolované z kmenů Lactobacillus  
obsahující 10 ng DNA. 
 
Běh DNA 
Množství 
DNA/PCR směs 
[ng/25 µl]  
Detekce  
produktu PCR 
1 DNA standard − 100 bp žebříček 
2 Pozitivní kontrola 10  +++ 
3 Negativní kontrola 0  − 
4 L. casei ssp. casei CCM 7088
T 
10  +++ 
5 L. casei ssp. casei CCM 7089 10  +++ 
6 L. casei CCM 4791 10  +++ 
7 L. casei CCM 4798 10  +++ 
8 L. paracasei LOCK 0919 10 +++ 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, – nedetegován  
250 bp 
1500 bp 
1000 bp 
500 bp 
300 bp 
200 bp 
100 bp 
    1     2       3     4     5      6      7     8    
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Obrázek 13: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR pro rod 
Lactobacillus (asi 250 bp). Amplifikován byl 1 µl DNA Lactobacillus casei CCM 4798 
obsahující 10 ng – 1 fg DNA. 
 
Běh Množství DNA/25 µl PCR směsi 
Detekce  
PCR produktu 
1 DNA standard 100 bp žebříček 
2 ---  
3 Negativní kontrola (bez DNA) – 
4 ---  
5 Pozitivní kontrola (10 ng) +++ 
6 10 ng +++ 
7 1 ng  ++ 
8 100 pg  + 
9 10 pg – 
10 1 pg – 
11 100 fg – 
12 10 fg – 
13 1 fg – 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, ++ zřetelná, + slabá, – nedetegován  
→ Po amplifikaci DNA všech sbírkových kmenů byly prokázány specifické produkty PCR 
pro rod Lactobacillus. Nejnižší množství DNA amplifikované v PCR za vzniku dobře 
detegovatelných produktů PCR na gelu je 100 pg. 
6.4.3 PCR specifická pro druh Lactobacillus casei 
PCR pro druh Lactobacillus casei byla provedena s využitím dvou různých sad primerů. 
250 bp 
100 bp 
1500 bp 
1000 bp 
500 bp 
200 bp 
    1     2    3    4     5    6     7    8    9    10   11   12   13  
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6.4.3.1 PCR specifická pro druh Lactobacillus casei s primery FcaseIS a RcaseIS 
Důkaz přítomnosti DNA bakteriálního druhu Lactobacillus casei byl proveden metodou 
PCR s primery FcaseIS a RcaseIS specifickými pro druh L. casei. Postup práce je uveden 
v kapitole 5.6.8. Byl amplifikován specifický úsek o délce 132 bp. Jako pozitivní kontrola 
byla použita DNA izolovaná z kmene Lactobacillus casei CCM 4798 (10 ng/µl). Výsledky 
agarózové gelové elektroforézy produktů PCR jsou uvedeny na Obrázku 14. 
Citlivost PCR pro druh Lactobacillus casei byla zjištěna dle postupu uvedeného v kapitole 
5.6.8. Pro posouzení citlivosti PCR bylo použito DNA matrice Lactobacillus casei CCM 4798 
(10 ng/µl), která byla zředěna desítkovým ředěním až na koncentraci 1 fg/µl. Výsledky gelové 
elektroforézy produktů PCR jsou uvedeny na Obrázku 15. Jako pozitivní kontrola byla 
použita DNA izolovaná z kmene Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089 (10 ng/µl). 
Obrázek 14: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro druh L. casei 
s primery FcaseIS a RcaseIS (132 bp). Amplifikován byl 1 μl DNA izolované z kmenů L. casei 
a L. paracasei obsahující 10 ng DNA. 
  
Běh DNA 
Množství 
DNA/PCR směs 
[ng/25 µl] 
Detekce  
produktu PCR 
1 DNA standard − 100 bp žebříček 
2 Negativní kontrola 0  – 
3 --- --- --- 
4 Pozitivní kontrola 10  +++ 
5 L. casei ssp. casei CCM 7088
T 
10  +++ 
6 L. casei ssp. casei CCM 7089
 
10  +++ 
7 L. casei CCM 4791 10  +++ 
8 L. casei CCM 4798 10  +++ 
9 L. paracasei LOCK 0919 10  +++ 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, – nedetegován 
1000 bp 
500 bp 
300 bp 
200 bp 
100 bp 
132 bp 
   1     2      3     4      5     6     7     8     9     
1500 bp 
45 
Obrázek 15: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Lactobacillus casei 
s primery FcaseIS a RcaseIS (132 bp). Amplifikován byl 1 µl DNA L. casei CCM 4798  
obsahující 10 ng-1 fg DNA. 
 
Běh Množství DNA/25 µl PCR směsi 
Detekce 
produktu PCR 
1 DNA standard 100 bp žebříček 
2 Negativní kontrola (bez DNA) – 
3 --- --- 
4 Pozitivní kontrola (10 ng) +++ 
5 10 ng +++ 
6 1 ng ++ 
7 100 pg + 
8 10 pg – 
9 1 pg – 
10 100 fg – 
11 10 fg – 
12 1 fg – 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, ++ zřetelná, + slabá, – nedetegován  
→ Pomocí agarózové gelové elektroforézy byly po amplifikaci detegovány produkty PCR  
po amplifikaci DNA sbírkových kmenů zařazených do druhu L. casei a L. paracasei. Nejnižší 
množství DNA amplifikované v PCR s primery FcaseIS a RcaseIS za vzniku dobře 
detegovatelných produktů PCR na gelu je 100 pg. 
  1   2     3    4    5    6    7    8    9   10  11  12  
1500 bp 
1000 bp 
500 bp 
300 bp 
200 bp 
100 bp 
132 bp 
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6.4.3.2 PCR specifická pro druh Lactobacillus casei s primery 
Cas/ParFW a UniverRV 
Důkaz přítomnosti DNA bakteriálního druhu Lactobacillus casei byl proveden metodou 
PCR s primery Cas/ParFW a UniverRV specifickými pro druh L. casei. Postup práce 
je uveden v kapitole 5.6.8. Byl amplifikován specifický úsek o délce 682 bp. Jako pozitivní 
kontrola byla použita DNA izolovaná z kmene Lactobacillus casei CCM 4798 (10 ng/µl). 
Výsledky amplifikace v PCR jsou uvedeny na Obrázku 16. 
Citlivost PCR pro druh Lactobacillus casei byla zjištěna dle postupu uvedeného v kapitole 
5.6.8. Citlivost PCR byla posouzena použitím DNA matrice Lactobacillus casei CCM 4798 
(10 ng/µl), která byla zředěna desítkovým ředěním až na koncentraci 1 fg/µl. 
Výsledky detekce amplikonů jsou uvedeny na Obrázku 17. Jako pozitivní kontrola byla 
použita DNA izolovaná z kmene Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7089 (10 ng/µl).  
Obrázek 16: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro druh L. casei 
s primery Cas/ParFW a UniverRV (682 bp). Amplifikován byl 1 μl DNA izolované z kmenů 
L. casei a L. paracasei obsahující 10 ng DNA. 
 
Běh DNA 
Množství 
DNA/PCR směs 
 [ng/25 µl] 
Detekce PCR 
produktu 
1 DNA standard − 100 bp žebříček 
2 Pozitivní kontrola 10  +++ 
3 Negativní kontrola 0  – 
4 L. casei ssp. casei CCM 7088
T 
10  + 
5 L. casei ssp. casei CCM 7089 10  +++ 
6 L. casei CCM 4791 10  +++ 
7 L. casei CCM 4798 10  +++ 
8 L. paracasei LOCK 0919 10 – 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, ++ zřetelná, + slabá, – nedetegován  
1500 bp 
1000 bp 
500 bp 
300 bp 
200 bp 
100 bp 
682 bp 
700 bp 
 1       2      3       4       5      6      7      8    
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Obrázek 17: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Lactobacillus casei 
s primery Cas/ParFW a UniverRV (682 bp). Amplifikován byl 1 µl DNA L. casei CCM 4798 
obsahující 10 ng-1 fg DNA. 
 
Běh Množství DNA/25 µl PCR směsi 
Detekce  
produktu PCR 
1 DNA standard 100 bp žebříček 
2 --- --- 
3 Pozitivní kontrola (10 ng) +++ 
4 10 ng +++ 
5 1 ng +++ 
6 100 pg ++ 
7 10 pg + 
8 1 pg – 
9 100 fg – 
10 10 fg – 
11 1 fg – 
12 --- --- 
13 Negativní kontrola (bez DNA) – 
Intenzita produktu PCR: +++ silná, ++ zřetelná, + slabá, – nedetegován  
→ Po amplifikaci DNA testovaných kmenů s využitím primerů Cas/ParFW a UniverRV byly 
prokázány specifické produkty PCR pro druh Lactobacillus casei na rozdíl od kmene 
L. paracasei LOCK 0919. Nejnižší množství DNA, které bylo amplifikováno v PCR s těmito 
primery za vzniku produktu PCR detegovatelného pomocí agarózové gelové elektroforézy  
je 10 pg. 
1     2     3     4     5     6     7     8     9    10   11  12   13    
682 bp 
400 bp 
200 bp 
100 bp 
700 bp 
1000 bp 
1500 bp 
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6.4.4 Shrnutí výsledků PCR 
DNA izolovaná z bakteriálních buněk testovaných kmenů Lactobacillus byly použité  
v PCR specifických pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus casei. 
Stanovení citlivosti PCR byla provedena použitím DNA bakterií Lactobacillus casei 
CCM 4798. Výsledky amplifikace a nejnižší detegovatelné množství DNA pomocí 
specifických reakcí PCR jsou shrnuty v Tabulce 7.  
Tabulka 7: Shrnutí výsledků PCR 
 
Doména 
Bacteria  
Rod 
Lactobacillus 
Druh 
L. casei 
Druh 
L. casei 
Primery 
F_eub 
R_eub 
LbLMA 1-rev 
R16-1 
FcaseIS 
RcaseIS 
Cas/ParFW 
UniverRV 
L. casei ssp. casei 
CCM 7088
T
 
+ + + + 
L. casei ssp. casei 
CCM 7089
 + + + + 
L. casei  
CCM 4791 
+ + + + 
L. paracasei 
LOCK 0919 
+ + + − 
L. casei  
CCM 4798 
+ + + + 
Nejniţší detegovatelné 
mnoţství DNA [pg] 
10 100 100 10 
+ detegován, – nedetegován  
→ Metodami PCR byla potvrzena příslušnost testovaných bakteriálních kmenů do domény 
Bacteria, do rodu Lactobacillus a do druhu Lactobacillus casei.  Nejmenší množství DNA 
amplifikované v PCR za vzniku produktu PCR detegovatelného pomocí agarózové gelové 
elektroforézy bylo 10 pg (primery F_eub a R_eub a primery Cas/ParFW a UniverRV)  
a 100 pg (primery LbLMA 1-rev a R16-1 a primery FcaseIS a RcaseIS). 
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II. část: Testování produkce nanočástic stříbra 
Druhá část experimentální práce byla zaměřena na testování vybraných vlastností 
bakteriálních kmenů Lactobacillus – schopnost produkce nanočástic stříbra. Produkce 
nanočástic byla sledována v reakčních směsích obsahujících promyté buňky a v supernatantu 
buněk po přídavku AgNO3.  
6.5 Růstové křivky bakteriálních kmenů Lactobacillus 
K testování produkce nanočástic byly konstruovány růstové křivky bakteriálních kmenů 
v MRS médiu a v modifikovaném MRS s přídavkem AgNO3. Celkem 6 kmenů Lactobacillus 
(5 kmenů L. casei/L. paracasei a kmen L. gasseri K7) bylo kultivováno v MRS médiu 
a v modifikovaném MRS médiu s 56 mM glukózou a 0,1 mM AgNO3 při podmínkách 
popsaných v kapitole 5.6.10. 
6.5.1 Růstové křivky kmenů Lactobacillus v MRS médiu 
Během kultivace bakteriálních buněk v MRS médiu byly v hodinových intervalech 
odebírány vzorky kultur a byla měřena jejich absorbance při vlnové délce 600 nm (A600nm). 
Naměřené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 8. Hodnoty absorbancí byly použity k sestavení 
růstových křivek bakterií pomocí softwaru Excel. Srovnání růstových křivek buněk 
testovaných kmenů je znázorněno na Obrázku 18. Růstové křivky jednotlivých kmenů jsou 
uvedeny v Příloze 1. 
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Tabulka 8: Hodnoty A600nm bakteriálních kultur v MRS médiu v závislosti na čase  
Čas 
[h.] 
L. casei 
ssp. casei 
CCM 7088
T
 
L. casei 
ssp. casei 
CCM 7089 
L. casei 
CCM 4791 
L. casei 
CCM 4798 
L. paracasei 
LOCK 0919 
L. gasseri 
K7 
0 0,06 0,04 0,07 0,05 0,06 0,04 
9 0,73 2,47 2,42 1,22 1,22 0,06 
10 1,01 3,21 3,38 1,90 1,72 0,12 
11 1,44 4,26 4,47 2,40 2,26 0,15 
12 1,79 4,48 4,80 3,63 2,83 0,21 
13 2,44 5,49 5,37 4,26 3,59 0,36 
14 2,87 5,92 5,79 4,75 4,15 0,68 
15 3,72 6,44 6,44 5,51 4,75 1,11 
16 4,04 6,84 7,02 5,85 5,12 1,51 
17 4,63 7,10 7,21 6,49 5,18 2,62 
18 5,33 7,19 7,32 6,54 5,42 3,60 
19 5,60 7,60 7,55 6,68 5,93 4,59 
20 5,62 7,79 7,99 6,77 5,97 4,99 
21 5,97 8,07 7,90 6,93 6,65 6,09 
22 6,61 8,24 8,03 7,14 6,74 6,20 
23 7,18 8,30 8,19 7,23 6,89 6,39 
24 7,52 8,36 8,26 7,30 7,05 6,65 
25 7,71 8,41 8,34 7,39 7,20 6,77 
34 8,36 8,58 8,85 7,83 7,79 7,21 
35 8,36 8,62 8,76 7,73 7,83 7,49 
36 8,37 8,60 8,80 7,52 7,73 7,50 
37 8,46 8,73 8,58 7,71 7,45 7,53 
38 8,23 8,80 8,57 7,47 7,72 7,72 
39 8,35 8,81 8,72 7,44 7,76 7,64 
40 8,39 8,73 8,87 7,52 7,83 7,58 
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→ Ze získaných závislostí A600nm na čase je patrné, že v průběhu kultivace bakterií lag-fáze 
trvala přibližně 5 až 8 hodin s výjimkou kmene L. gasseri K7, u kterého trvala asi 12 hodin. 
Exponenciální fáze trvala asi 12 hodin a probíhala do 20 až 22 hodiny, kromě kmenů  
L. casei CCM 4798 a L. gasseri K7, u nichž tato fáze byla kratší (asi 10 hod.). Z grafů  
je patrné zpomalení růstu a přechod kultur do stacionární růstové fáze po 25 hodinách 
kultivace. 
6.5.2 Růstové křivky kmenů Lactobacillus v modifikovaném MRS médiu  
s 56 mM glukózou a 0,1 mM AgNO3 
Bakteriální buňky kmenů Lactobacillus byly inokulovány do modifikovaného MRS média 
obsahujícího 56 mM glukózy a AgNO3 ve výsledné koncentraci 0,1 mM dle postupu 
uvedeného v kapitole 5.6.10. Během kultivace byl sledován růst bakterií jako závislost 
absorbancí při vlnové délce 600 nm na čase (A600nm). Výsledky měření jsou uvedeny  
v Tabulce 9. Získané hodnoty absorbancí byly využity k sestavení růstových křivek 
bakteriálních kultur. Srovnání růstových křivek je znázorněno na Obrázku 19. Růstové křivky 
jednotlivých kmenů v modifikovaném MRS jsou uvedeny v Příloze 2.  
Tabulka 9: Hodnoty A600nm bakteriálních kultur v modifikovaném MRS médiu s 56mM 
glukózy a 0,1 mM AgNO3 v závislosti na čase 
Čas 
[h] 
A600 nm 
L. casei 
ssp. casei 
CCM 7088
T
 
L. casei 
ssp. casei 
CCM 7089 
L. casei 
CCM 4791 
L. casei 
CCM 4798 
L. paracasei 
LOCK 0919 
L. gasseri 
K7 
0 0,02 0,04 0,07 0,05 0,08 0,04 
13 0,71 2,36 2,78 0,56 0,77 0,11 
14 0,93 4,32 3,06 0,77 1,06 0,08 
15 1,30 5,40 4,09 1,05 1,42 0,07 
16 1,70 5,65 4,98 1,45 1,88 0,08 
17 1,72 6,47 5,96 1,95 2,42 0,07 
18 2,46 7,31 6,35 3,39 4,31 0,07 
19 4,47 8,08 7,44 4,17 5,30 0,09 
20 4,66 8,11 7,78 4,64 5,91 0,06 
21 5,82 8,65 8,08 5,27 6,80 0,07 
22 6,32 8,79 8,42 5,89 7,12 0,07 
23 7,10 9,05 8,29 6,12 7,81 0,06 
24 7,21 9,11 8,40 6,31 7,89 0,09 
25 
 
0,12 
26 0,17 
27 0,30 
37 4,12 
38 5,41 
39 6,43 
40 6,60 
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→ Po kultivaci bakterií v modifikovaném MRS médiu se sníženým obsahem glukózy došlo 
k prodloužení přípravné fáze. Lag-fáze trvala přibližně 10 až 13 hodin, v případě kmene 
L. gasseri K7 lag-fáze měla délku asi 27 hodin. Exponenciální fáze probíhala asi 10 až 12 
hodin do 24 hodiny kultivace, u kmene L. gasseri K7 trvala asi 11 hodin do 38 hodiny 
kultivace. 
6.6 Stanovení počtu buněk v pozdní exponenciální fázi 
Pro sledování produkce stříbrných nanočástic byly bakteriální buňky L. casei  
a L. paracasei kultivovány v modifikovaném MRS médiu do pozdní logaritmické fáze růstu, 
tj. po dobu 22 hodin a buňky L. gasseri K7 po dobu 38 hodin. Po kultivaci byly suspenze 
buněk sériově ředěny, po 0,2 ml vysety na Petriho misky s MRS agarem a po 48 hodinové 
kultivaci byl zjišťován počet narostlých kolonií. Nárůst kolonií L. casei ssp. casei CCM 7088T 
po výsevu je uveden na Obrázku 20. 
 
Obrázek 20: Kolonie L. casei ssp. casei CCM 7088T narostlé na MRS agaru  
po sériovém ředění (A-ředění 10 000×, B-ředění 10 0000×,C- ředění 1 000 000×) 
→ Průměrná koncentrace buněk byla stanovena na 6,5×108 KTJ/ml. 
6.7 Sledování produkce nanočástic stříbra 
Pro sledování produkce nanočástic stříbra byly použity jak supernatanty modifikovaného 
kultivačního MRS média, tak promyté buňky (po přidání do reakčních směsí). Postup 
přípravy vzorků je uveden v kapitole 5.6.11 a schematicky znázorněn na Obrázku 7. Inkubace 
supernatantů a reakčních směsí s přídavkem AgNO3 byla prováděna po dobu  
500 hodin bez přístupu světla, a to 144 hodin při 37 °C za promíchávání a dalších 356 hodin 
při laboratořní teplotě bez míchání. 
Supernatanty a reakční směsi s buňkami byly použity pro vizuální sledování produkce 
nanočástic stříbra, pro sledování jejich produkce pomocí UV/VIS spektrofotometrie, pomocí 
optické emisní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem a pomocí transmisní 
elektronové mikroskopie.  
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6.7.1 Vizuální sledování produkce nanočástic stříbra v supernatantech 
Pro testování produkce stříbrných nanočástic byly buňky narostlé v 55 ml modifikovaného 
MRS média s 56 mM glukózou a 0,1 mM AgNO3 centrifugovány. K supernatantům 
(bez buněk) bylo přidáno AgNO3 tak, aby konečná koncentrace AgNO3 byla ve směsích 0,1; 
1,0; 2,0 a 4,0 mM. Postup práce je uveden v kapitole 5.6.11 a na Obrázku 7. Po přidání 
AgNO3 a inkubaci při teplotě 37 °C, bez přístupu světla a za třepání byla vizuálně sledována 
změna zabarvení supernatantů. Výraznější barevná změna byla zjištěna po 48 hodinách 
inkubace. Ukázka barevné změny je na Obrázku 21. S dobou inkubace bylo zabarvení 
výraznější. 
 
Obrázek 21: Změna barvy supernatantů L. casei ssp. casei CCM 7088T s přídavkem AgNO3 
po 48 hodinách inkubace při teplotě 37 °C 
(zleva doprava: supernatant bez Ag
+
, supernatant s 0,1 mM Ag
+
, supernatant s 1,0 mM Ag
+
, 
supernatant s 2,0 mM Ag
+
, supernatant s 4,0 mM Ag
+
) 
→ Vizuálně bylo zjištěno, že dochází ke změně zabarvení supernatantů ze žlutohnědé  
na hnědou v závislosti na množství přidaného AgNO3. Nebyly detegovány rozdíly mezi 
kmeny. 
6.7.2 Vizuální sledování produkce nanočástic stříbra v reakčních směsích s buňkami 
Sedimenty buněk narostlých v 55 ml modifikovaného MRS média s 56 mM glukózou 
a 0,1 mM AgNO3 byly použity k přípravě reakčních směsí dle kapitoly 5.6.11. Schematické 
znázornění přípravy RS je na Obrázku 7. Po přidání roztoku AgNO3 a kultivaci při teplotě 
37 °C byla sledována změna zabarvení RS. Ukázka barevné změny je na Obrázku 22.  
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Obrázek 22: Změna barvy reakčních směsí obsahující buňky L. casei ssp. casei CCM 7088T 
s přídavkem AgNO3 po 24 hodinách inkubace při 37 °C  
(zleva doprava: kontrola RS bez Ag
+
,  RS s 0,1 mM Ag
+
, RS s 1,0 mM Ag
+
,  RS s 2,0 mM Ag
+
,  
RS s 4,0 mM Ag
+
) 
→ Vizuálně bylo zjištěno, že dochází ke změně zabarvení RS v závislosti množství přidaného 
AgNO3. Na začátku reakce po přidání AgNO3 se barva reakčních směsí změnila z bílé  
na světle žlutou. Po uplynutí 24 hodin bylo sledováno hnědé až šedohnědé zabarvení směsí. 
Nebyly detegovány rozdíly mezi kmeny.  
6.7.3 Sledování tvorby nanočástic stříbra UV/VIS spektrofotometrií 
Pro sledování tvorby nanočástic stříbra u testovaných bakteriálních kmenů byla použita 
UV/VIS absorpční spektrofotometrie. 
6.7.3.1 Stanovení UV/VIS absorpčního spektra nanočástic stříbra  
Syntéza stříbrných nanočástic u šesti kmenů Lactobacillus byla monitorována metodou 
UV/VIS spektrofotometrie. Obrázek 23 znázorňuje absorpční spektrum nanočástic stříbra 
produkovaných ve směsi supernatantu bakteriálního kmene L. casei ssp. casei CCM 7088T 
a AgNO3 (konečná koncentrace 1,0 mM).   
 
Obrázek 23: UV/VIS absorpční spektrum nanočástic stříbra v supernatantu kmene  
L. casei ssp. casei CCM 7088
T
 s 1,0 mM AgNO3 po 24 hodinách inkubace 
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→ Maximální hodnota absorbance nanočástic stříbra byla naměřena při vlnové délce 
λmax = 380 nm. Další experimenty byly prováděny při této vlnové délce.  
6.7.3.2 UV/VIS spektrofotometrie supernatantů kmenů 
Byla měřena absorbance supernatantů testovaných kmenů s přídavkem různých množství 
AgNO3 (viz Obrázek 7) při vlnové délce λ = 380 nm dle kapitoly 5.6.11. Výsledky měření 
absorbance supernatantů jsou uvedeny v Tabulce 10. Na Obrázku 24 je znázorněno srovnání 
závislostí absorbancí supernatantů testovaných kmenů s přídavkem 4,0 mM AgNO3 na čase. 
Časové závislosti absorbancí supernatantů jednotlivých kmenů s přídavkem různého množství 
AgNO3 jsou uvedeny v Příloze 3. 
Tabulka 10: Absorbance supernatantů po kultivaci buněk v modifikovaném MRS médiu 
v závislosti na čase a množství přidaného AgNO3 při vlnové délce λ=380 nm 
Bakteriální kmen 
Koncentrace 
AgNO3 [mM] 
Čas [h.] 
24 48  72 144 360 
L. casei ssp. casei 
CCM 7088
T
 
0,1  0,22 0,23 0,21 0,10 0,43 
1,0 1,33 1,39 1,43 1,37 1,71 
2,0 1,96 2,23 2,17 2,49 3,49 
4,0 4,63 4,68 2,80* 5,04 5,29 
 
L. casei ssp. casei 
CCM 7089 
0,1  0,09 0,08 0,04 -0,06* 0,26 
1,0 0,09 1,38 1,39 1,37 1,93 
2,0 0,09 2,34 2,20 1,85 2,33 
4,0 4,84 5,09 5,01 4,90 5,49 
 
L. casei CCM 4791 
0,1  0,07 0,07 0,06 0,08 0,32 
1,0 1,35 1,42 1,36 1,26 1,59 
2,0 1,35 2,17 2,36 2,33 2,42 
4,0 4,94 5,18 5,00 5,28 5,46 
 
L. casei CCM 4798 
0,1  0,20 0,19 0,16 0,16 0,16 
1,0 1,42 1,39 1,36 0,86 0,81 
2,0 2,31 2,00 2,34 1,46 2,32 
4,0 4,68 4,98 4,80 4,15 3,48 
 
L. paracasei 
LOCK 0919 
0,1  0,07 0,08 0,08 0,08 0,13 
1,0 0,08 1,47 1,56 1,41 1,62 
2,0 1,94 2,15 2,50 2,40 1,94 
4,0 4,90 5,20 5,33 5,22 4,75 
 
L. gasseri K7 
0,1  0,21 1,30 1,24 1,23 1,47 
1,0 1,33 3,85 4,37 3,92 5,42 
2,0 3,21 3,25 3,33 2,65 4,18 
4,0 3,37 3,41 3,74 4,15 4,55 
* pravděpodobně chyba v ředění vzorku 
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Obrázek 24: Srovnání závislostí absorbance (při λ=380 nm) supernatantů kmenů 
s přídavkem 4,0 mM AgNO3   
→ Hodnoty absorbance supernatantů při λ = 380 nm se zvyšovaly u všech kmenů v závislosti 
na koncentraci AgNO3 a v závislosti na čase inkubace (s výjimkou kmenů L. casei   
CCM 4798 a L. paracasei LOCK 0919). Nejvyšší hodnoty absorbance byly naměřeny  
v supernatantech kmenů L. casei ssp. casei CCM 7088T, L. casei ssp. casei CCM 7089,  
L. casei CCM 4791 a L. gasseri K7 po 360 hodinách inkubace, v supernatantu kmenu L. casei  
CCM 4798 po 48 hodinách a v supernatantu kmene L. paracasei LOCK 0919 po 72 hodinách. 
6.7.3.3 UV/VIS spektrofotometrie reakčních směsí s buňkami bakteriálních kmenů 
Absorbance reakčních směsí obsahujících bakteriální buňky ze sedimentů a zvyšující 
se koncentrace AgNO3 (viz Obrázek 7) byla měřena při vlnové délce λ = 380 nm dle kapitoly 
5.6.11. Směsi byly 20krát ředěny kvůli eliminaci interference při měření vzorků. Výsledky 
měření absorbancí reakčních směsí se nachází v Tabulce 11. Na Obrázku 25 je znázorněno 
srovnání závislostí absorbancí (při λ=380 nm) reakčních směsí obsahující buňky testovaných 
kmenů s přídavkem 4 mM AgNO3. Časové závislosti absorbancí reakčních směsí jednotlivých 
kmenů s přídavkem různého množství AgNO3 jsou uvedeny v Příloze 4. 
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Obrázek 25: Srovnání závislostí absorbance (při λ=380 nm) reakčních směsí obsahující 
buňky testovaných kmenů s přídavkem 4,0 mM AgNO3 
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Tabulka 11: Absorbance reakčních směsí s buňkami bakteriálních kmenů v závislosti na čase  
a množství přidaného AgNO3 při vlnové délce λ=380 nm 
Bakteriální kmen 
Koncentrace 
AgNO3 [mM] 
Čas [h.] 
24 48 72 144 360 
L. casei ssp. casei 
CCM 7088
T
 
0,1  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
1,0 0,24 0,38 0,24 0,09 0,39 
2,0 0,15 0,28 0,17 0,39 0,32 
4,0 0,24 0,30 0,48 0,36 0,43 
 
L. casei ssp. casei 
CCM 7089 
0,1  0,00 0,04 0,00 0,18 0,03 
1,0 0,30 0,37 0,29 0,43 0,27 
2,0 0,22 0,22 0,16 0,37 0,38 
4,0 0,45 0,49 0,40 0,52 0,47 
 
L. casei CCM 4791 
0,1  0,00 0,00 1,36 0,00 0,00 
1,0 0,15 0,13 0,06 0,06 0,15 
2,0 0,32 0,27 0,18 0,04 0,18 
4,0 0,32 0,36 0,18 0,16 0,28 
 
L. casei CCM 4798 
0,1  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
1,0 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 
2,0 0,14 0,04 0,06 0,00 0,00 
4,0 0,19 0,14 0,09 0,32 0,08 
 
L. paracasei 
LOCK 0919 
0,1  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
1,0 0,05 0,09 0,03 0,10 0,10 
2,0 0,25 0,09 0,21 0,12 0,16 
4,0 0,28 0,31 0,27 0,22 0,24 
 
L. gasseri K7 
0,1  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
1,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
2,0 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 
4,0 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 
→ Hodnoty absorbance se u všech kmenů zvyšovaly v závislosti na koncentraci AgNO3 
v reakční směsi a v závislosti na čase. Nejvyšší hodnoty absorbance při λ=380 nm byly 
naměřeny v reakčních směsích s buňkami kmenů L. casei ssp. casei CCM 7088T, L. casei ssp. 
casei CCM 7089, L. casei CCM 4791, L. casei CCM 4798 a L. paracasei LOCK 0919  
po různých dobách inkubace. V reakčních směsích obsahujících buňky L. gasseri K7 nebyly 
koloidní nanočástice stříbra detegovány. 
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6.7.3.4 Srovnání tvorby nanočástic v reakčních směsích a supernatantech 
jednotlivých kmenů s přídavkem 4 mM AgNO3 
V RS s buňkami kmenů a v supernatantech kmenů s přídavkem 4 mM AgNO3 byly 
srovnány hodnoty absorbance při λ=380 nm a tím i tvorba nanočástic (Tabulka 12). 
 
Tabulka 12: Srovnání tvorby nanočástic v supernatantech a reakčních směsích s buňkami 
jednotlivých kmenů s přídavkem 4,0 mM AgNO3 
Bakteriální kmen 
Supernatant Sediment 
A(λ=380 nm) [-] Čas [h.] A(λ=380 nm) [-] Čas [h.] 
L. casei ssp. casei CCM 7088
T
 5,29 360 0,48 72 
L. casei ssp. casei CCM 7089
 
5,49 360 0,52 144 
L. casei CCM 4791 5,46 360 0,358 48 
L. casei CCM 4798 4,98 48 0,316 144 
L. paracasei LOCK 0919 5,33 72 0,31 48 
L. gasseri K7 4,55 360 0,07 24 
→ Byly zjištěny rozdíly mezi tvorbou nanočástic v supernatantech (bez buněk)  
a v reakčních směsích obsahujících bakteriální buňky. Ve většině supernatantů s 4,0 mM 
AgNO3 (L. casei ssp. casei CCM 7088
T
, L. casei ssp. casei CCM 7089, L. casei CCM 4791  
a L. gasseri K7) byla detegována maximální tvorba stříbrných nanočástic až po 360 hodinách 
od začátku reakce (výjimka: L. casei  CCM 4798 po 48 hodinách, L. paracasei LOCK 0919 
po 72 hodinách). V reakčních směsích maximálních hodnot bylo dosažené po 24, 48 nebo  
až 144 hodin od začátku reakce. Z výsledků lze usuzovat, že rychlost tvorby nanočástic stříbra 
závisí na bakteriálním kmeni. 
6.7.4 ICP-OES analýza  
6.7.4.1 ICP-OES analýza supernatantů kmenů s přídavkem AgNO3 
Metodou ICP-OES byl měřen úbytek koncentrace stříbra v supernatantech obsahujících 
AgNO3 po přefiltrování přes acatylcelulosové filtry (0,45 µm). Vzorky pro měření byly 
pro analýzu připraveny dle kapitoly 5.6.11. Výsledky měření supernatantů jsou uvedeny 
v Tabulce 13. Obrázek 26 graficky znázorňuje procentuální úbytek stříbra v supernatantech 
testovaných kmenů po 500 hodinách inkubace s AgNO3. 
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Tabulka 13: ICP-OES analýza supernatantů kmenů s přídavkem různého množství AgNO3 
Bakteriální 
kmen 
Koncentrace 
AgNO3 ve směsi 
[mM] 
Celkové mnoţství Ag 
[(mg/l)/po h.] 
Úbytek Ag 
po 500 hod 
[%]* 0 500 
L. casei  
ssp. casei  
CCM 7088
T
 
0,1 10,79 1,75 83,78 
1,0 107,87 10,05 90,68 
2,0 215,74 15,05 93,02 
4,0 431,47 81,65 81,08 
 
L. casei  
ssp. casei  
CCM 7089 
0,1 10,79 12,45 115,38 
1,0 107,87 17,25 84,01 
2,0 215,74 31,55 85,38 
4,0 431,47 35,00 91,89 
 
L. casei 
CCM 4791 
0,1 10,79 12,85 119,09 
1,0 107,87 16,05 85,12 
2,0 215,74 39,65 81,62 
4,0 431,47 46,80 89,15 
 
L. casei 
CCM 4798 
0,1 10,79 1,90 82,39 
1,0 107,87 27,25 74,74 
2,0 215,74 44,35 79,44 
4,0 431,47 19,15 95,56 
 
L. paracasei 
LOCK 0919 
0,1 10,79 9,60 11,03 
1,0 107,87 23,35 78,35 
2,0 215,74 43,05 80,05 
4,0 431,47 26,80 93,79 
 
L. gasseri K7 
0,1 10,79 0,10 99,07 
1,0 107,87 18,30 77,01 
2,0 215,74 40,00 78,45 
4,0 431,47 67,25 82,91 
* Do kvantitativního stanovení stříbra se pravděpodobně promítla i nízká koncentrace 
(0,1 mM) AgNO3, která byla přítomná v modifikovaném MRS médiu, ve kterém se buňky 
kultivovaly. Proto v některých případech byly naměřeny hodnoty úbytku stříbra vyšší  
než 100%. 
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Obrázek 26: Procentuální úbytek stříbra v supernatantech po 500 hodinách inkubace 
→ Na základě měření koncentrace stříbrných iontů v supernatantech kmenů s různým 
množstvím AgNO3 byl po 500 hodinách inkubace ve vzorcích zjištěn úbytek stříbra. Úbytek  
se pohyboval u většiny supernatantů v rozmězí 75 − 93 % počátečné koncentrace. Největší 
rozdíly byly zjištěny ve vzorcích supernatantů s přídavkem 0,1 mM AgNO3. Byly zjištěny 
rozdíly mezi kmeny. 
6.7.4.2 ICP-OES analýza reakčních směsí s buňkami s přídavkem AgNO3 
ICP-OES analýzou byl sledován úbytek stříbra v reakčních směsích obsahujících buňky 
různých kmenů Lactobacillus a různé koncentrace AgNO3. Vzorky pro měření byly 
připraveny podle kapitoly 5.6.11. Př filtraci vzorků přes acetylcelulosové filtry (0,45 µm) 
docházelo k ucpávání filtrů. Proto byly vzorky nejprve centrifugovány a potom filtrovány 
přes acetylcelulosové filtry. Výsledky měření úbytku koncentrace stříbra v reakčních směsích 
jsou uvedeny v Tabulce 14. Obrázek 27 graficky znázorňuje procentuální úbytek stříbra 
v reakčních směsích po 500 hodinách inkubace. 
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Tabulka 14: ICP-OES analýza reakčních směsí s buňkami bakteriálních kmenů  
a přídavkem různých koncentrací AgNO3 
Bakteriální 
kmen 
Koncentrace 
AgNO3 ve směsi 
[mM] 
Celkové mnoţství Ag  
[(mg/l)/ po h.] 
Úbytek Ag 
po 500 hod 
[%]* 0 500 
L. casei  
ssp. casei  
CCM 7088
T
 
0,1 10,79 1,57 85,45 
1,0 107,87 3,93 96,36 
2,0 215,74 6,45 97,01 
4,0 431,47 9,19 97,87 
 
L. casei  
ssp. casei  
CCM 7089 
0,1 10,79 0,38 96,46 
1,0 107,87 2,38 97,79 
2,0 215,74 6,17 97,14 
4,0 431,47 6,66 98,46 
 
L. casei 
CCM 4791 
0,1 10,79 1,18 89,07 
1,0 107,87 2,74 97,46 
2,0 215,74 6,19 97,13 
4,0 431,47 8,83 97,95 
 
L. casei 
CCM 4798 
0,1 10,79 0,41 96,22 
1,0 107,87 4,15 96,15 
2,0 215,74 5,15 97,61 
4,0 431,47 4,87 98,87 
 
L. paracasei 
LOCK 0919 
0,1 10,79 0,70 93,48 
1,0 107,87 3,28 96,96 
2,0 215,74 4,60 97,87 
4,0 431,47 7,28 98,31 
 
L. gasseri K7 
0,1 10,79 0,17 98,45 
1,0 107,87 2,98 97,23 
2,0 215,74 5,31 97,54 
4,0 431,47 7,99 98,15 
* Do kvantitativního stanovení stříbra se pravděpodobně promítla i nízká koncentrace 
(0,1 mM) AgNO3, která byla přítomná v modifikovaném MRS médiu, ve kterém se buňky 
kultivovaly. 
65 
 
Obrázek 27: Procentuální úbytek koncentrace stříbra v reakčních směsích 
po 500 hodinách inkubace 
→ ICP-OES analýzou byl ve vzorcích reakčních směsí s buňkami různých kmenů 
Lactobacillus s různým množstvím AgNO3 prokázán úbytek koncentrace stříbra. Úbytek byl 
po 500 hodinách u většiny směsí 98 až 99%. Rozdíly byly zjištěny ve vzorcích reakčních 
směsí s přídavkem 0,1 mM AgNO3. 
6.7.5 TEM analýza nanočástic stříbra 
Byla provedena transmisní elektronová mikroskopie nanočástic v reakční směsi  
a supernatantu kmene L. casei CCM 4791 za účelem ověření produkce nanočástic stříbra 
a zjištění jejich velikosti, tvaru a lokalizaci. Fotografie stříbrných nanočástic jsou uvedeny  
na Obrázcích 28 až 33. 
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Obrázek 28: TEM mikrograf reakční směsi obsahujíci buňky L. casei CCM 4791  
a 4,0 mM AgNO3. Jsou vizualizovány buňky a nanočástice stříbra. 
 
Obrázek 29: TEM mikrograf reakční směsi obsahujíci buňky L. casei CCM 4791  
a 4,0 mM AgNO3. Jsou vizualizovány buňky, shluky buněk, nanočástice a agregáty nanočástic   
 
Obrázek 30: TEM mikrograf reakční směsi obsahujíci buňky L. casei CCM 4791  
a 4,0 mM AgNO3. Nanočástice jsou lokalizovány jak na buňkách, tak mimo ně.  
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Obrázek 31: TEM mikrograf supernatantu buněk L. casei CCM 4791 obsahující 4,0 mM 
AgNO3. Jsou vizualizovány nanočástice velikostí od 6,92 nm do 20,12 nm. 
 
Obrázek 32: TEM mikrograf supernatantu buněk L. casei CCM 4791  
obsahující 4,0 mM AgNO3. Jsou vizualizovány agregáty nanočástic různé velikosti.  
 
Obrázek 33: TEM mikrograf supernatantu buněk L. casei CCM 4791  
obsahující 4,0 mM AgNO3. Jsou vizualizovány agregáty nanočástic různé velikosti. 
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→ TEM analýza potvrdila produkci nanočástic stříbra buňkami kmene L. casei CCM 4791. 
Byly pozorovány individuální nanočástice stříbra a také agregáty nanočástic. Velikost 
nanočástic stříbra v reakčních směsích byla 10 – 25 nm, agregáty nanočástic měly velikost 
100 – 200 nm. Velikost nanočástic stříbra v supernatantech byla 5 – 30 nm, velikost agregátů 
byla kolem 100 – 200 nm.  
6.8 Stanovení počtu buněk v reakčních směsích po 500 hodinách inkubace 
s AgNO3 
Po 500 hodinách inkubace reakčních směsí obsahujících bakteriální buňky byl výsevem 
0,1 ml vzorků RS na MRS agar zjišťován počet narostlých kolonií. Nárůst kolonií L. casei 
ssp. casei CCM 7089 po výsevu je uveden na Obrázku 34. 
 
Obrázek 34: Kolonie L. casei ssp. casei CCM 7089 narostlé na MRS agaru  
po sériovém ředění (A-ředění 1×, B-ředění 100×) 
→ Průměrná koncentrace buněk v reakčních směsích po 500 hodinové inkubaci byla 
stanovena na 1,25∙105 KTJ/ml. 
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7 DISKUZE 
7.1 Ověření identifikace bakterií polymerázovou řetězovou rakcí 
Bakteriální kmeny Lactobacillus byly kultivovány aerobně v tekutém komerčním MRS 
médiu při 37 °C po dobu 48 hodin. Bakterie rodu Lactobacillus vykazovaly dobrý růst 
na MRS médiu. Narostlé kultury byly následně přeočkovány na tuhý MRS agar a kultivovány 
aerobně při 37 °C. Po dalších 48 hodinách byl pozorován nárůst jednotlivých kolonií. 
Narostlé kolonie byly bílé, lesklého vzhledu, přibližně stejné velikosti a tvaru s pravidelným, 
rovnoměrným ohraničením a hladkým povrchem. Z toho lze usuzovat, že bakteriální kultury 
byly čisté. 
DNA z narostlých kultur byla izolována a purifikována metodou fenolové extrakce 
s následným vysrážením ethanolem. Pro zjištění koncentrace a čistoty bakteriální DNA  
bylo provedeno měření absorbance na NanoPhotometru v rozmezí vlnových délek 230 nm až 
320 nm. Koncentrace DNA byly vypočítány z hodnoty A260nm. DNA byla izolována z kultur 
v rozmezí koncentrací 297 – 1578 ng/µl a celkovém množství 30 – 158 µg. Provedením 
agarózové gelové elektroforézy bylo zjištěno, že izolovaná DNA ze všech analyzovaných 
kmenů byla v relativně intaktní formě a v kvalitě dostačující pro PCR. Intenzita pásů DNA 
na agarózovém gelu odpovídala izolovanému množství DNA. Čistota DNA byla stanovena 
z poměru absorbancí A260nm/A280nm. Tento poměr se u vzorků DNA pohyboval v rozmezí  
2,06 – 2,14. V případě hodnoty A260nm/A280nm>2,0 vzorky DNA jsou znečištěny RNA. [37] 
Znečištění bylo potvrzeno i agarózovou gelovou elektroforézou. Po spektrofotometrickém 
stanovení koncentrací byly DNA ředěny na 10 ng/µl a dále použity k amplifikaci 
v polymerázové řetězové reakci. 
Přítomnost a amplifikovatelnost bakteriální DNA byla ověřena pomocí PCR specifické  
pro doménu Bacteria. [34] Zařazení bakterií do rodu Lactobacillus a druhu Lactobacillus 
casei byla potvrzena pomocí PCR s využitím primerů specifických pro rod Lactobacillus [35]  
a pro druh Lactobacillus casei. [34,36]  
Přítomnost bakteriální DNA a amplifikovatelnost DNA byla prokázána ve všech vzorcích 
DNA. Na ověření amplifikovatelnosti DNA byly použité primery F-eub a R-eub specifické 
pro doménu Bacteria. [34] Produkty PCR o velikosti 466 bp byly dle očekávání detegovány 
agarózovou gelovou elektroforézou na 1,8% agarózovém gelu. Po amplifikaci každé DNA 
v množství 10 ng v PCR směsi byly pozorovatelné intenzivní produkty PCR. Stejné výsledky 
byly dosažené i jinými autory. [38] Bylo provedeno také stanovení citlivosti PCR pro doménu 
Bacteria, tj. stanovení nejnižší množství DNA v PCR směsi, která po amplifikaci dá produkt 
PCR dobře detegovatelný agarózovou gelovou elektroforézou. DNA byla vyředěná 
desítkovým ředěním na koncentrace od 10 ng/µl do 1 fg/µl. Po amplifikaci v PCR byla 
zmnožena vždy 1 µl DNA matrice. Nejnižší množství DNA, které bylo detegovatelné 
na agarózovém gelu bylo 10 pg.  
Amplifikace DNA v rodově specifické PCR pro rod Lactobacillus byla provedená s rodově 
specifickými primery LbLMA 1-rev a R 16-1. Po amplifikaci byly agarózovou gelovou 
elektroforézou na 1,8% agarózovém gelu detegovány produkty PCR dlouhé asi 250 bp,  
což bylo v souladu s literaturou. [35] Byla tak potvrzena příslušnost všech použitých 
bakteriálních kmenů do rodu Lactobacillus. Bylo provedeno ověření citlivosti rodově 
specifické PCR. K tomu byly připraveny směsi PCR obsahující DNA v množství 1ng až 1 fg. 
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Nejnižší detegovatelné množství DNA po amplifikaci 1 µl DNA matrice byla stanovena  
na 100 pg.  
Druhově specifická PCR pro Lactobacillus casei byla provedená nejprve s využitím 
primerů FcaseIS a RcaseIS. [34] Amplifikoval se specifický úsek DNA o velikosti 132 bp. 
Přítomnost bakteriální DNA druhu L. casei byla potvrzena ve všech kmenech L. casei 
a L. paracasei. Tato PCR neumožňovala rozlišit blízce příbuzné kmeny. Citlivost druhově 
specifické PCR s primery FcaseIS a RcaseIS byla stanovena na 100 pg. 
Pro druhovou identifikaci laktobacilů byla provedena také PCR s primery Cas/ParFW 
a UniverRV. Tyto primery byly navrženy podle sekvence genu pro 16S rRNA. [39] 
Přítomnost DNA baktérií druhu Lactobacillus casei byla prokázáná ve všech vzorcích DNA 
L. casei. Jiní autoři analýzou 16S rRNA sekvencí prokázaly, že kmen L. paracasei LOCK 
0919 vykazuje 99% homologii se sekvencí GenBanku s císlem D79212 (L. paracasei subsp. 
paracasei). [39]  S využitím druhově specifických primerů Cas/ParFW a UniverRV v PCR 
bylo zjištěno, že se s nimi amplifikuje pouze DNA L. casei na rozdíl od DNA L. paracasei. 
Intenzita detekce DNA bakterií Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088T byla velmi nízká. 
Tato intenzita podle stanovení citlivosti PCR pro daný druh přibližně odpovídá nejnižšímu 
detegovatelnému množství, tedy 10 pg DNA v PCR směsi.  
7.2 Skríning kmenů Lactobacillus pro produkci nanočástic stříbra 
V literatuře se uvádí, že pro produkci stříbrných nanočástic jsou nejvhodnější bakteriální 
buňky v pozdní exponenciální fázi. [29] Proto byly bakteriální kmeny Lactobacillus 
kultivovány v MRS médiu a v MRS médiu se sníženým obsahem glukózy a 0,1 mM 
koncentrací AgNO3. V průběhu kultivace byly sledovány růstové charakteristiky testovaných 
kmenů. Získané křivky byly v průběhu další práce použity k odhadu pozdní exponenciální 
fáze růstu jednotlivých bakteriálních kultur. Růstové křivky testovaných bakterií v MRS měly 
sigmoidní tvar, byly na nich rozeznatelné jednotlivé fáze růstu. U většiny kmenů trvala lag-
fáze přibližně 5 až 8 hodin, v případě kmene L. gasseri K7 se tato doba prodloužila na asi 
12 hodin. Po 20 až 22 hodinách kulturivace buňky přecházely do stacionární fáze růstu.  
Kultivace buněk testovaných kmenů v modifikovaném MRS médiu se sníženým obsahem 
glukózy a AgNO3 (konečná koncentrace 0,1 mM) se lišila od kultivace v plnohodnotném 
MRS médiu. Kultivace probíhala do pozdní exponenciální fáze. Lag-fáze růstu se u většiny 
kultur prodloužila na 10 až 13 hodin. U kultury L. gasseri K7 lag-fáze se prodloužila  
na 28 hodin, proto kultivace do pozdní logaritmické fáze probíhala až 40 hodin. 
Exponenciální fáze trvala 10 až 12 hodin. 
Rozdíly v kultivacích v MRS médiu a v MRS médiu se sníženým obsahem glukózy 
a v přítomnosti Ag+ iontů mohly být způsobeny tím, že mikroorganismy kultivované 
v přítomnosti Ag+ potřebovaly určitý čas na adaptaci na nové podmínky. Zpoždění 
exponenciální fáze růstu v přítomnosti Ag+ iontů byla popsána i dalšími autory. [29] Bylo 
zjištěno, že nízká koncentrace induktoru, AgNO3, aktivuje expresi genů nezbytných  
pro tvorbu redukujících enzymů, které se uplatňují při tvorbé koloidních nanočástic stříbra.  
Vizuálně byla sledována barevná změna supernatantů a RS s přídavkem AgNO3. Změna 
barvy reakčních směsí na hnědou byla pozorována po 24 hodinách, zabarvení supernatantů 
byla zjištěna po 48 hodinách inkubace. Změna barvy v přítomnosti koloidních nanočástic  
je dle literatury z důvodu existence jevu nazývaného povrchový plasmon. Povrchový plasmon 
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existuje na rozhraní dvou prostředí, jejichž dielektrické konstanty mají vzájemně opačné 
znaménko (např. sol a dielektrikum). Povrchový plasmon vystihuje změnu v hustotě nábojů  
v důsledku jejich kmitání způsobeném interakcí s dopadajícím zářením. [40]  
Jako ukazatele syntézy stříbrných nanočástic se často využívá sledování optické absorpce 
koloidního stříbra. [30,31] V této práci byla k sledování syntézy nanočástic zvolena metoda 
UV/VIS spektrofotometrie. U všech vzorků supernatantů a RS bylo naměřeno absorpční 
spektrum produkovaných stříbrných nanočástic. Nejvyšší absorbance byly naměřeny 
v rozsahu vlnových délek 370 - 420 nm. Maximální absorbance byla pozorována při vlnové 
délce λmax = 380 nm, proto tato vlnová délka byla zvolena pro další měření absorbancí vzorků. 
Maximální absorbance stříbrných nanočástic při vlnové délce 380 nm publikovali i další 
autoři. [41] Tito autoři uvádějí, že podobné píky v UV/VIS oblasti odpovídají přítomnosti 
nanočástic kovů o velikosti 6 až 100 nm.  
Při stanovení absorbancí v UV/VIS oblasti byly zjištěny rozdíly mezi kmeny. Hodnoty 
absorbance se zvyšovaly v závislosti na koncentraci AgNO3 v reakční směsi a v závislosti  
na čase (sledováno po dobu 360 hodin) s výjimkou kmenů L. casei  CCM 4798 a L. paracasei 
LOCK 0919. Nejvyšší hodnoty absorbance při λ=380 nm byly naměřeny v reakčních směsích 
s buňkami kmenů L. casei ssp. casei CCM 7088T, L. casei ssp. casei CCM 7089, L. casei 
CCM 4791 a L. paracasei LOCK 0919 po různých dobách inkubace. Záporné hodnoty 
absorbancí RS naměřené UV/VIS spektrofotometrií mohly být způsobeny tím, že při přípravě 
reakčních směsí mohlo dojít po centrifugaci k nerovnoměrnému rozdělení sedimentu buněk 
do směsí. I když bylo pipetováno stejný objem sedimentu do každé vzorky, buňky se rychle 
sedimentovaly a špatným promícháním mohlo být napipetováno vždy jiné množství buněk.  
Vzorky supernatantů a RS s přídavkem AgNO3 byly podrobeny analýze metodou  
ICP-OES. Byl sledován úbytek množství stříbra ve směsích po 500 hodinách. Na základě 
měření koncentrace stříbrných iontů v supernatantech inkubovaných s různým množstvím 
AgNO3 byl ve vzorcích zjištěn 75 - 93 % úbytek stříbra. V případě RS obsahujících různé 
koncentrace AgNO3 úbytek byl ve většině vzorků nad 98 %. Největší rozdíly byly zjištěny  
ve vzorcích supernatantů i reakčních směsí obsahujících 0,1 mM AgNO3.  
Pomocí transmisní elektronové mikroskopie byla zjištěna přítomnost nanočástic stříbra  
o velikosti 14 – 25 nm v reakčních směsích a přítomnost nanočástic o velikosti  
5 – 30 nm ve vzorcích supernatantů. V reakčních směsích i v supernatantech byly pozorovány 
agregáty nanočástic stříbra o velikosti 100 – 200 nm. 
Postupy zjištění produkce nanočástic stříbra, které byly používány v této diplomové práci 
měly za cíl provést skríning většího počtu kmenů. Ukázaly se rozdíly mezi testovanými 
kmeny. V budoucnosti bude potřeba zabývat se výběrem koncentrací složek reakčních směsí, 
s důrazem na množství buněk, aby biosyntéza stříbrných nanočástic s využitím bakterií rodu 
Lactobacillus byla více efektivní.  
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8 ZÁVĚR 
V první části diplomové práce byla izolována DNA z hrubých lyzátů buněk šesti kmenů 
Lactobacillus metodou fenolové extrakce. Pomocí rodově specifických primerů  
LbLMA 1-rev a R 16-1 byla prokázána přislušnost kmenů L. casei ssp. casei CCM 7088T,  
L. casei ssp. casei CCM 7089, L casei CCM 4791, L. casei CCM 4798 a L. paracasei 
LOCK 0919 do rodu Lactobacillus. Pomocí druhově specifických primerů FcaseIS a RcaseIS 
byla prokázána příslušnost všech výše uvedených kmenů do druhu Lactobacillus casei. 
Pomocí druhově specifických primerů Cas/ParFW a UniverRV byla prokázána příslušnost 
kmenů  L. casei ssp. casei CCM 7088T, L. casei ssp. casei CCM 7089, L casei CCM 4791,  
L. casei CCM 4798 do druhu Lactobacillus casei.  
Druhé část experimentální práce byla zaměřena na testování schopnosti produkce 
nanočástic stříbra v reakčních směsích obsahujících fosfátový pufr, glukózu a buňky šesti 
kmenů Lactobacillus s přídavkem různých koncentrací AgNO3 a v supernatantech, získaných 
po kultivaci buněk v modifikovaném MRS médiu, s přídavkem různých koncentrací AgNO3. 
Tvorba nanočástic byla sledována po dobu 500 hodin. Technikami použitými v práci – 
vizuálním pozorováním, spektrofotometrií v UV/VIS oblasti, optickou emisní spektrometrií 
s indukčně vázaným plazmatem – byla potvrzena tvorba nanočástic stříbra a jejich agregátů 
jak v reakčních směsích, tak i v supernatantech. Byly zjištěny rozdíly mezi testovanými 
kmeny. Pomocí transmisní elektronové mikroskopie byla potvrzena tvorba nanočástic  
u kmene L. casei CCM 4791. 
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SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK 
AFLP polymorfizmus délky amplifikovaných fragmentů 
ARDRA restrikční analýza amplifikované ribozomální DNA 
BMK  bakterie mléčného kvašení 
bp  pár bazí 
DGGE denaturační gradientová gelová elektroforéza produktů PCR 
DHAP dihydroxyacetonfosfát 
FG   6-fosfoglukonát 
FT-IR infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 
GAP   glyceraldehyd-3-fosfát 
GC pár guanino-cytosinový pár 
ICP-OES   optická emisní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem 
KTJ  kolonie tvořící jednotka 
LC agar Lactobacillus casei agar 
MALDI-TOF MS   hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí a ionizací za účasti 
matrice s průletovým analyzátorem 
MO mikroorganismus 
MRS médium médium de Man-Rogosa-Sharpe 
PCR   polymerázová řetězová reakce 
PCR s HRMA  analýza křivek tání produktů PCR s vysokým rozlišením 
PFGE  pulzní gelová elektroforéza 
pyMS pyrolýzní hmotnostní spektrometrie 
RAPD   náhodně amplifikovaná polymorfní 
RFLP   polymorfizmus délky restrikčních fragmentů 
RS   reakční směs 
TEM   transmisní elektronová mikroskopie 
TGGE teplotní gradientová gelová elektroforéza produktů PCR 
UV/VIS spektrometrie   spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti 
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PŘÍLOHY 
Příloha 1: Růstové křivky bakteriálních kmenů v MRS médiu 
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Obrázek 35: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei ssp. casei CCM 7088T v MRS médiu 
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Obrázek 36: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei ssp. casei CCM 7089 v MRS médiu 
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Obrázek 37: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei CCM 4791 v MRS médiu 
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Obrázek 38: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei CCM 4798 v MRS médiu 
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Obrázek 39: Růstová křivka bakteriálních buněk L. paracasei LOCK 0919 v MRS médiu 
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Obrázek 40: Růstová křivka bakteriálních buněk L. gasseri K7 v MRS médiu 
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Příloha 2: Růstové křivky bakteriálních kmenů v modifikovaném MRS médiu 
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Obrázek 41: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei ssp. casei CCM 7088T 
v modifikovanémMRS médiu 
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Obrázek 42: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei ssp. casei CCM 7089 
v modifikovanémMRS médiu 
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Obrázek 43: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei CCM 4791 
 v modifikovanémMRS médiu 
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Obrázek 44: Růstová křivka bakteriálních buněk L. casei CCM 4798 
 v modifikovanémMRS médiu 
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Obrázek 45: Růstová křivka bakteriálních buněk L. paracasei LOCK 0919 
 v modifikovanémMRS médiu 
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Obrázek 46: Růstová křivka bakteriálních buněk L. gasseri K7 
 v modifikovanémMRS médiu 
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Příloha 3: Časové závislosti absorbance supernatantů testovaných kmenů s přídavkem 
různého množství AgNO3 
 
Obrázek 47: Časové závislosti absorbance supernatantů L. casei ssp. casei CCM 7088T 
s přídavkem různého množství AgNO3 
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Obrázek 49: Časové závislosti absorbance supernatantů L. casei CCM 4791 
 s přídavkem různého množství AgNO3 
 
Obrázek 50: Časové závislosti absorbance supernatantů L. casei CCM 4798 
 s přídavkem různého množství AgNO3 
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Obrázek 51: Časové závislosti absorbance supernatantů L. paracasei LOCK 0919 
 s přídavkem různého množství AgNO3 
 
Obrázek 52: Časové závislosti absorbance supernatantů L. gasseri K7 
 s přídavkem různého množství AgNO3 
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Příloha 4: Časové závislosti absorbance reakčních směsí testovaných kmenů s přídavkem 
různého množství AgNO3 
 
Obrázek 53: Časové závislosti absorbance reakčních směsí s buňkami L. casei ssp.  
casei CCM 7088
T
 s přídavkem různého množství AgNO3 
 Obrázek 54: Časové závislosti absorbance reakčních směsí s buňkami L. casei ssp.  
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Obrázek 55: Časové závislosti absorbance reakčních směsí L. casei CCM 4791  
s přídavkem různého množství AgNO3 
 
Obrázek 56: Časové závislosti absorbance reakčních směsí L. casei CCM 4798 
 s přídavkem různého množství AgNO3 
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Obrázek 57: Časové závislosti absorbance reakčních směsí L. paracasei LOCK 0919 
s přídavkem různého množství AgNO3 
 
Obrázek 58: Časové závislosti absorbance reakčních směsí L. gasseri K7 
 s přídavkem různého množství AgNO3 
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Příloha 5: Abstrakt publikace na konferenci Chemistry & Life 2015  
Část výsledků byla připravena k publikaci ve formě posteru na konferenci Chemistry & Life, 
2.−4.9.2015 FCH VUT v Brně.  
 
Produkce nanočástic stříbra probiotickými bakteriemi 
Denisa Sasková, Jaromír Pořízka, A. Španová, Pavel Diviš, Bohuslav Rittich 
Chemická fakulta VUT Brno, Purkyňova 118, 612 00 Brno 
 
Nanočástice stříbra (koloidní stříbro) mají baktericidní účinek vůči řadě bakterií, hub  
a virusů. Vzhledem k omezené toxicitě vůči eukaryontním buňkám jsou perspektivní  
pro biomedicínské aplikace. Významnou roli v produkci nanočástic stříbra mají různé 
mikroorganismy, včetně bakterií mléčného kvašení rodu Lactobacillus. Probiotické druhy 
rodu Lactobacillus jsou z důvodu své nepatogennity dobrými kandidáty pro produkci 
nanočástic v laboratorních podmínkách i v průmyslovém měřítku. Cílem práce bylo testovat 
produkci nanočástic koloidního stříbra probiotickými druhy Lactobacillus casei  
a Lactobacillus paracasei. Produkce nanočástic byla testována v supernatantech po kultivaci 
buněk v MRS mediu a v reakčních směsích (fosfátový pufr, glukóza, bakteriální buňky)  
po přidání různých koncentrací AgNO3  (0,1 - 4,0 mM). Vizuálně byla detegována změna 
zabarvení reakčních směsí. Spektrofotometricky bylo prokázáno, že se tvoří nanočástice   
a se zvyšující se koncentrací AgNO3 v reakční směsi docházelo ke zvýšení množství koloidní 
suspenze. Pomocí atomové emisní spektrofotometrie byl stanoven úbytek iontů Ag+ 
v analyzovaných vzorcích. Nanočástice byly též zobrazeny mikroskopicky. Byly zjištěny 
rozdíly mezi testovanými kmeny v produkci nanočástic. 
 
 
